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18
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FGF     Fibroblast growth factor 
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FoV     Field of View 
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IGF-1      Insulin like growth factor-1 
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VEGF      Vascular endothelial growth factor 
VEGF-R     Vascular endothelial growth factor Rezeptor 
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Mit dem Begriff des Tumors ist im weitesten Sinn eine Schwellung oder 
Raumforderung gemeint. Dieser Begriff erlaubt jedoch keinen Rückschluss auf die 
Herkunft, so dass mit dem Begriff Tumor auch ein Ödem, eine Zyste oder eine 
Entzündung gemeint sein kann. Im engeren medizinischen  Sinn ist ein Tumor eine 
unkontrollierte Neubildung von Körpergewebe (Neoplasie), die durch eine 
Fehlregulation des Zellwachstums hervorgerufen wird. 
Die Einteilung der Tumoren in der Medizin erfolgt anhand ihrer Wertigkeit, der 
sogenannten Dignität. Diese ist nach dem Wachstumsmuster und dessen 
Eigenschaften bezüglich eines invasiven oder nicht-invasiven Wachstums sowie der 
Fähigkeit zur Metastasierung in drei Klassen unterteilt. Die benignen (gutartigen) 
Tumoren wachsen langsam und verdrängen dabei das umliegende Gewebe ohne 
selbst infiltrierend zu wachsen. Die malignen (bösartigen) Tumoren wachsen 
destruierend und infiltrierend in das umliegende Gewebe ein. Des Weiteren erfolgt 
bei der malignen Variante eine Aussaat der Tumorzellen in andere Körperregionen 
über hämatogene und/oder lyhmphogene Metastasen oder ein lokales Wachstum 
per continuitatem. Die dritte Gruppe, die als semimaligne Tumoren bezeichnet wird, 
besitzt das Wachstumsverhalten der malignen Tumoren, ohne jedoch Metastasen zu 
bilden. 
In Deutschland erkrankten 2014 laut einer gemeinsamen Publikation „Krebs in 
Deutschland“ der Gesellschaft der epidemiologischen Krebsregister e.V. (GEKID) 
und des Zentrums für Krebsregisterdaten (ZfKD) im Robert Koch-Institut 249.200 
Männer und 227.000 Frauen neu an einer Krebserkrankung. Die häufigsten 
Krebserkrankungen waren bei den Männern nach wie vor Prostatakrebs an erster 
Stelle (57.370 Neuerkrankungen im Jahr 2014), außerdem Lungenkrebs an zweiter 
Stelle (34.560) und Darmkrebs an dritter Stelle (33.120). Bei den Frauen war der 
häufigste Tumor an der Brustdrüse (69.220), gefolgt von Tumoren des Darms an 
zweiter (27.890) und Tumoren der Lunge an dritter Stelle (19.280) [1]. 
1.1 Das Pankreaskarzinom 
1.1.1 Epidemiologie 
Am Pankreaskarzinom erkrankten 2014 in Deutschland laut GEKID 17.100 
Menschen. Die Anzahl der Neuerkrankungen lag bei den Frauen mit 8.580 
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Neuerkrankungen minimal höher als bei den Männern mit 8.550 Neuerkrankungen. 
Bei den Frauen lag das Pankreaskarzinom mit 3,8 % an sechster Stelle und bei den 
Männern mit 3,4 % an zehnter Stelle der Gesamthäufigkeit der Neuerkrankungen. 
Das mittlere Erkrankungsalter lag bei den Männern um das 72. und bei den Frauen 
um das 75. Lebensjahr. Das Lebenszeitrisiko beträgt ungefähr 1,7 %. Die jährliche 
Mortalität der Pankreaskarzinompatienten relativ zu allen Krebstodesfällen liegt bei 
den Männern im Durchschnitt bei 6,8 % und bei den Frauen bei 8,2 % und somit für 
beide Geschlechter an vierter Stelle der Krebstodesfälle. Seit Ende der 1990er Jahre 
sind die altersstandardisierten Erkrankungs- und Sterberaten bei den Männern 
konstant geblieben. Bei den Raten der Frauen zeichnete sich ein leichter Anstieg ab. 
Die absolute Zahl der Neuerkrankungen und Sterbefälle hat für beide Geschlechter 
über die Jahre zugenommen.  
Die Erkrankung hat eine sehr schlechte Prognose, da die Inzidenz des 
Pankreaskarzinoms sehr nahe bei der jährlichen Mortalitätsrate liegt und ein 
Langzeitüberleben die Ausnahme ist. Die 5-Jahresüberlebensrate liegt in 
Deutschland bei 9 % (Männer) bzw. 10 % (Frauen). Das Pankreaskarzinom weist 
damit die niedrigste Überlebensrate unter allen Krebserkrankungen auf. Eine der 
Ursachen hierfür ist der fortgeschrittene Krankheitsprozess mit der späten klinischen 
Manifestation der Erkrankung. Hinzu kommt das schlechte Ansprechen auf jede 
Form nicht-chirurgischer Therapien. Daraus resultiert häufig die Aussichtslosigkeit 
eines kurativen Therapieansatzes. Trotz intensiver Forschung in den letzten Jahren 
fehlt es an adäquaten und erfolgreichen Behandlungsstrategien, die nicht nur den 
Zeitraum des krankheitsfreien Intervalls, sondern auch  das langfristige Überleben 
verbessern könnten [1, 2]. 
1.1.2 Ätiopathogenese und Risikofaktoren  
Die Ätiologie des Pankreaskarzinoms ist bislang noch unbekannt. Die Ursachen für 
das Pankreaskarzinom sind multifaktoriell bedingt. Die Risikofaktoren sind z. B. ein 
niedriger sozioökonomischer Status mit begleitender ungesunder Lebensweise, 
Nikotinkonsum und auch Passivrauchen (20 bis 30 % der duktalen 
Pankreaskarzinome werden mit Nikotinkonsum assoziiert), übermäßiger 
Alkoholkonsum, geringe körperliche Aktivität, Adipositas (BMI > 30 kg/m²) und ein 
Diabetes mellitus Typ 2 [3].  
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In der Literatur findet man immer wieder Hinweise darauf, dass eine ungesunde 
Ernährung ein möglicher Risikofaktor sein könnte. Es wurden zahlreiche Strategien 
entwickelt, um durch die Einhaltung bestimmter Prozesse das Risiko einer 
Krebsentstehung zu minimieren [4]. Auf der einen Seite finden sich in manchen 
Studien der letzten Jahre immer wieder Assoziationen zwischen einer ungesunden 
Ernährungsweise und dem Entstehen eines Pankreaskarzinoms [5, 6]. Auf der 
anderen Seite konnte in Kohortenstudien jedoch kein Zusammenhang zwischen 
ungesunder Ernährung und dem Pankreaskarzinom nachgewiesen werden [7, 8]. 
Eine direkte Assoziation besteht somit nicht. Da aus biologischer Sicht ein 
Zusammenhang jedoch vermutet werden kann [9], besteht laut S-3 Leitlinie zum 
exokrinen Pankreaskarzinom die Empfehlung einer ausgewogenen Ernährung zur 
Senkung des Risikos [10]. 
Auch Geschlecht, Alter und Ethnie erhöhen die Erkrankungswahrscheinlichkeit. 
Weltweit erkranken, ganz im Gegensatz zu den o. g. Zahlen aus Deutschland, 
Männer häufiger am Pankreaskarzinom als Frauen. Die Ursachen hierfür wurden 
noch nicht gefunden, wobei eine Verbindung mit den o. g. Risikofaktoren bestehen 
könnte. Als weitere potentielle Risikofaktoren werden in manchen Studien chronische 
Infektionen sowohl mit Hepatitis B und C als auch mit Helicobacter pylori benannt [3].  
Als gesicherte Risikofaktoren gelten chronisch rezidivierende Pankreatitiden. Hier 
reicht das relative Risiko von 2,3 bis 18,5. Die kumulative Inzidenz liegt nach fünf 
Jahren bei 1,1 %, nach 10 Jahren bei 1,8 % und nach 20 Jahren bei 4 % [11-14].  
Nicht nur die o. g. Risikofaktoren erhöhen die Erkrankungswahrscheinlichkeit. In bis 
zu 10 % der Fälle konnte auch eine genetische Disposition als ursächlich 
nachgewiesen werden. Als mögliche genetische Auslösefaktoren sind die 
Tumorprädispositionssyndrome wie z. B. das Li-Fraumeni Syndrom, das FAMMM-
Syndrom - familial atypical multiple mole-melanom syndrome, die FAP - familiäre 
adenomatöse Polyposis, das Peutz-Jeghers Syndrom und das familiäre Mamma- 
und Ovarialkarzinom zu nennen. Auch die hereditären Pankreatitiden und die 
zystischen Neoplasien des Pankreas sind mögliche Auslösefaktoren [3]. So liegt das 
kumulative Risiko, ein Pankreaskarzinom bis zum 70. Lebensjahr zu entwickeln, in 
der Gruppe der Menschen mit hereditären Pankreatitiden zwischen 40 und 44 % [15, 
16]. Ein familiäres Pankreaskarzinom liegt dann vor, wenn mindestens zwei oder 
mehr Verwandte ersten Grades mit histologisch gesichertem Pankreaskarzinom, 
welches nicht Ausdruck eines anderen hereditären Karzinomsyndroms ist, erkranken 
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[17]. Auf der Grundlage von mehreren Fallkontrollierten Studien wurde angenommen, 
dass bei ca. 10 % aller Pankreaskarzinome in Deutschland eine familiäre Häufung 
und genetische Prädisposition vorliegen. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass die 
Prävalenz der echten hereditären (bestätigten) Pankreaskarzinome nur bei ca. 3,5 % 
(Bereich zwischen 1,1 bis 3,5 %) aller Pankreaskarzinome liegt [18].  
Welche Rolle Umweltfaktoren oder beruflich bedingte Schadstoffbelastungen spielen, 
ist bislang nicht eindeutig geklärt. Es scheinen jedoch einige Berufs- und 
Arbeitsfelder mit einem geringfügig höheren Risiko bei der Entwicklung eines 
Pankreaskarzinoms assoziiert zu sein [19, 20]. Auch der Kontakt mit einigen 
Chemikalien (wie z. B. Pestizide, Herbizide und Fungizide sowie Chrom und 
Chromverbindungen)  ist als möglicher Risikofaktor zu werten [21, 22]. 
1.1.3 Klinik 
Das Erkennen des Pankreaskarzinoms verursacht meist ein großes diagnostisches 
Problem, da es auf der einen Seite in den frühen Stadien keine Symptome zeigt und 
somit klinisch nicht in Erscheinung tritt, und auf der anderen Seite die bereits 
vorhandenen Symptome eher unspezifisch und nicht eindeutig pathognomonisch 
sind. Es treten z. B. bei einer chronischen Pankreatitis die Symptome wie 
Appetitverlust, Übelkeit, Gewichtsverlust und unspezifische Oberbauchbeschwerden 
auf [23]. Differentialdiagnostisch sollte hier auch an ein Pankreaskarzinom gedacht 
werden, da in einer retrospektiv angelegten Analyse etwa 15  % der Patienten mit 
einem Pankreaskarzinom bereits Monate vor Erstmanifestation des 
Pankreaskarzinoms über unspezifische Symptome wie Kraftlosigkeit, Inappetenz, 
Sättigungsgefühl oder die plötzliche Abneigung gegen Wein, Kaffee oder Zigaretten 
klagten [24]. Auch eine Pankreatitis mit fehlenden Hinweisen auf Gallensteine oder 
einen Alkoholabusus kann ein erster Hinweis auf ein Pankreaskarzinom sein und 
sollte weiter abgeklärt werden [25]. 
In etwa 25 % der Fälle kann ein Ikterus bei einem Pankreaskopfkarzinom ein 
Frühsymptom sein. Auch ein intermittierendes Auftreten eines Ikterus bei einem 
Papillenkarzinom ist möglich. In fortgeschrittenen Stadien präsentieren sich 50 % der 
Patienten mit mindestens einem der drei folgenden Symptome: Ikterus (bei 90 % der 
Patienten), Bauchschmerzen und Gewichtsverlust. Hierbei ist der Ikterus typisch für 
eine Raumforderung des Pankreaskopfes mit Ausbildung eines Courvoisier` 
Zeichens. Dieses ist beschrieben als das Vorhandensein eines Ikterus in 
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Kombination mit einer prallelastischen schmerzlos tastbaren Gallenblase und könnte 
die mögliche Folge des tumorbedingten Verschlusses des Ductus choledochus sein 
[26]. 
Die Tumoren des Pankreaskorpus bzw. der -kauda gehen eher mit unspezifischen 
Symptomen wie z. B. Bauchschmerzen einher. Bis zu 10 % der Patienten 
präsentieren sich initial nur mit einer neu aufgetretenen gestörten Glukosetoleranz 
oder einem Diabetes mellitus. Hierbei ist zu beachten, dass nur ein mäßiger 
Zusammenhang zwischen Diabetes mellitus Typ 2 und dem Pankreaskarzinom 
besteht. So wird bei isoliertem neu aufgetretenem Diabetes mellitus Typ 2 ohne 
Vorhandensein anderer Symptome von weiteren diagnostischen Maßnahmen in 
Hinblick auf ein Pankreaskarzinom abgeraten [27, 28].  
1.1.4 Diagnostik 
Zu Beginn jeder Diagnostik sollte eine ausführliche Anamnese mit besonderem Blick 
auf die o. g. Risikofaktoren, die aktuellen Symptome und die familiäre Vorbelastung 
erfolgen. In der anschließenden körperlichen Untersuchung kann während der 
Palpation des Abdomens das o. g. Courvoisier` Zeichen, das sehr spezifisch, aber 
nicht besonders sensitiv in Bezug für das Vorhandensein eines Pankreaskarzinoms 
ist, auffällig sein. Auch auf nicht erklärbare Thrombosen oder eine Thrombophlebitis 
migrans sollte geachtet werden. Laborchemisch zeigen sich erhöhte 
Cholestaseparameter (Gesamt- bzw. direktes Bilirubin, alkalische Phosphatase, 
Gamma-Glutamyltranspeptidase). Sie können den Verdacht erhärten, sind aber nicht 
spezifisch für das Pankreaskarzinom. Eine weitere laborchemische Untersuchung 
beinhaltet die Bestimmung des Tumormarkers Carbohydrat-Antigen 19-9 (CA 19-9) 
[29]. Dieser Marker ist nicht spezifisch für das Pankreaskarzinom und eignet sich 
dementsprechend nicht als Screening- oder Diagnoseparameter, kann aber zur 
Einschätzung der Prognose eingesetzt werden [30, 31]. Es wird jedoch kein 
diagnostisches Verfahren empfohlen, mit dem ein erhöhter CA 19-9 Wert abgeklärt 
werden sollte. Besteht der Nachweis einer Pankreasraumforderung, sollte der 
Tumormarker bestimmt werden, da er sich zur postoperativen Verlaufskontrolle und 
Beurteilung des Pankreaskarzinoms eignet. Im Vergleich zu den präoperativ 
erhobenen Werten sollte es postoperativ zu einem Abfall kommen. Auch um den 
Erfolg einer nicht chirurgischen therapeutischen Behandlung abschätzen zu können, 
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sollte dieser Marker bestimmt werden. Im Falle eines Rezidivs würde es zu einem 
erneuten Anstieg kommen [32, 33]. 
Zur endgültigen Diagnosesicherung sind apparative Methoden unerlässlich. Zu 
Beginn werden die ultraschallgestützten Verfahren, wie die transabdominelle 
Sonographie und die Endosonographie, eingesetzt. Die Vorteile dieser Verfahren 
sind die gute Verfügbarkeit, das gute Verhältnis zwischen Spezifität und Sensitivität 
und dass sie kostengünstig sind. Der Nachteil dieser Methoden ist die große 
Abhängigkeit der diagnostischen Sicherheit vom Untersucher und den 
Ultraschallbedingungen des zu untersuchenden Patienten. Als Alternative und/oder 
weiterführende Untersuchungen können einerseits die  endoskopisch retrograde 
Cholangiopankreatikographie (ERCP) mit der Möglichkeit eines Stentings zur 
Ableitung der Gallenwege oder der Feinnadelpunktion zur Gewinnung einer Probe, 
andererseits die sogenannte „One-stop-shop“ Magnetresonanztomographie (MRT), 
bestehend aus abdominaler MRT, Magnetresonanz-Cholangiopankreatikographie 
(MRCP) und Magnetresonanz-Angiographie (MRA) durchgeführt werden [34, 35]. 
Diese beiden Verfahren besitzen mit knapp 90 % eine hohe Sensitivität. Für das 
klinische Staging hat allerdings die nichtinvasive Spiral-Computertomographie 
(Spiral-CT) mit einer  Sensitivität von 98 % die größte Bedeutung und ist das 
Verfahren der Wahl für die Beurteilung der lokalen Ausbreitung des Primärherdes 
und der eventuell bestehenden Fernmetastasen [36]. Besteht der hochgradige 
Verdacht auf das Vorliegen eines Pankreaskarzinoms oder ist das Spiral-CT negativ 
oder mit nicht eindeutigem Befund, kann eine durch endoskopischen Ultraschall 
(EUS) gestützte Feinnadelpunktion durchgeführt werden. Es muss jedoch beachtet 
werden, dass durch dieses Verfahren die Gefahr sogenannter Stichkanalmetastasen 
besteht. Somit sollte bei potentiell kurativen Karzinomen laut Leitline eine sofortige 
operative Resektion angestrebt werden [10]. In 10 % der Fälle sind die organischen 
Verhältnisse meist erst intraoperativ zu klären [30]. In den letzten Jahren wurden zur 
weiteren Diagnostik Spezialuntersuchungen, wie die 18F-Fluordesoxyglukose(FDG) - 
Positronen-Emissions-Tomographie (PET)-CT und die PET-MRT eingeführt. Diese 
Verfahren zeichnen erhöhte metabolische Aktivitäten wie z. B. bei Tumoren und ggf. 
Entzündungen auf und dienen auch als möglicher Progosefaktor [37, 38] . Besteht 
durch die Anamnese der Verdacht auf eine mögliche hereditäre Genese, kann eine 
molekulargenetische Diagnostik durchgeführt werden.  
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1.1.5 Histologie   
Anhand ihrer Differenzierung können Pankreastumore unterteit werden in duktale, 
azinäre und endokrine Tumoren. Im Pankreas sind die benignen Tumoren eher 
selten. Als überwiegend benigne werden die zystischen Tumoren angesehen. Die 
Einteilung erfolgt in serös zystische Neoplasien, muzinös zystische Neoplasien 
(MCN), solide pseudopapilläre Neoplasien (SPN) und die intraduktale papillär 
muzinöse Neoplasie (IPMN). Jede dieser Formen kann jedoch maligne entarten [39]. 
Es wird geschätzt, dass die Prävalenz von zystischen Pankreastumoren bei 20 bis 30 
% liegt. Die Hälfte dieser zystischen Pankreastumoren bilden die intraduktal papillär 
muzinösen Neoplasien (IPMN). Bei einer hohen Prävalenz der IPMNs und einer 
geringen Inzidenz des Pankreaskarzinoms ist davon auszugehen, dass nur wenige 
dieser nicht-invasiven Vorläuferversionen in ein invasives Karzinom übergehen [40]. 
Die maligne Variante - das Pankreaskarzinom - ist in bis zu 95 % der Fälle ein 
duktales Adenokarzinom (Pancreatic Ductal Adenocarcinoma – PDAC) der epithelial 
ausgekleideten Ausführungsgänge des exokrinen Pankreas. Etwa 70 % der 
Pankreaskarzinome entstehen im Kopf, 20 % im Körper und fünf bis 10 % im 
Schwanz des Pankreas [41]. Dem PDAC werden Sonderformen zugeordnet. Dazu 
gehören das hepatoide und anaplastische Pankreaskarzinom. Ca. ein Prozent aller 
exokrinen Pankreaskarzinome sind Azinuszellkarzinome [39]. 
1.1.6 Metastasierung     
Das Pankreaskarzinom metastasiert auf zwei Hauptwegen. Die hämatogene 
Metastasierung des Pankreaskarzinoms erfolgt typischerweise in Leber, Lunge und 
Peritoneum. Auch eine Metastasierung in die Knochen ist möglich. Die lymphogene 
Metastasierung erfolgt in die regionären Lymphknoten. In der Literatur findet sich 
eine Quelle, die sogar intrapankreatische Metastasen in zwei Fällen beschreibt [42]. 
Eine weitere Form der Metastasierung kann über bzw. entlang der Nervenbahnen 
erfolgen [17].  
Während oder als Vorstufe des Metastasierungsprozesses erfolgt ein Verlust der 
Zell-Zell-Adhäsion. Dieses bedingt den Übertritt der Tumorzellen durch die 
Basalmembran (Invasion) und die Möglichkeit der Fortbewegung im 
peripankreatischen und perineuralen Gewebe (Migration). Somit können die Zellen in 
Lymph- oder Blutgefäße eindringen (Intravasation) und diese in den bevorzugten 
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Zielgeweben wieder verlassen (Extravasation). Die Bildung von Metastasen ist 
möglich [43, 44].  
1.1.7 Klassifikation und Stadieneinteilung  
Wurde die ausführliche Diagnostik mit histopathologischer Sicherung abgeschlossen, 
erfolgt die Klassifikation und Stadieneinteilung des Pankreaskarzinoms anhand der 
Histologie (z. B.: mehr als 85 % Adenokarzinome, andere: neuroendokrine, 
anaplastische oder Azinuszellkarzinome), der Lokalisation (Bsp.: 70 % Pankreaskopf 
und Processus uncinatus, 20 % Korpus und 5-10 % Pankreasschwanz) und der 
Tumorausbreitung (frühzeitige Invasion des peripankreatischen Gewebes mit 
Infiltration der Gefäße).  
1.1.7.1 TNM-Klassifikation 
Die Klassifikation des Pankreaskarzinoms erfolgt anhand des Tumor-Nodulus-
Metastasen-Systems (TNM). Das System zur Klassifikation maligner Tumoren wurde 
von P. Denoix (Frankreich) in den Jahren 1943 bis 1952 entwickelt und über die 
Jahre hinweg modifiziert. Die unten genannte Klassifikation in Tabelle 1 gilt für 
Karzinome des exokrinen Pankreas und für neuroendokrine Tumoren einschließlich 
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Tabelle 1: Klassifikation und Stadieneinteilung nach dem TNM-System 
T - Primärtumor 
TX Primärtumor kann nicht beurteilt werden 
T0 Kein Anhalt für Primärtumor 
Tis Carcinoma in situ* 
T1 
 
Tumor 2 cm oder weniger in größter Ausdehnung 
T1a Tumor 0,5 cm oder weniger in größter Ausdehnung** 
T1b Tumor >0,5 cm aber <1 cm in größter Ausdehnung** 
T1c Tumor >1 cm aber <2 cm in größter Ausdehnung** 
T2 Tumor mehr als 2 cm aber nicht mehr als 4 cm in größter Ausdehnung** 
T3 Tumor mehr als 4 cm in größter Ausdehnung** 
T4 Tumor infiltriert Truncus coeliacus, A. mesenterica superior und/oder A. 
hepatica communis  
* Tis schließt auch Läsionen nach der „PanIn-III“ Klassifikation ein 
** Schließt Invasion des peripankreatischen Weichgewebes mit ein 
 
N - Regionäre Lymphknoten 
NX Regionäre Lymphknoten können nicht beurteilt werden 
N0 Keine regionären Lymphknotenmetastasen 
N1 Metastasen in 1 bis 3 regionären Lymphknoten 
N2 Metastasen in 4 oder mehr regionären Lymphknotenmetastasen 
 
M - Fernmetastasen 
M0 Keine Fernmetastasen 
M1 Fernmetastasen 
(aus [45]) 
1.1.7.2 pTNM-Klassifikation: Die pathologische Klassifikation 
Das Präfix „p“ steht für das pathologische Stadium - durch den Pathologen gesichert. 
Die pT- und pN-Kategorien entsprechen den T- und N-Kategorien. Für pM gilt: bei 
pM1 sind die Fernmetastasen mikroskopisch bestätigt. Diese Kategorie kann in 
gleicher Weise wie M1 weiter spezifiziert werden. pM0 und pMX sind keine 
anwendbaren Kategorien [45]. 
Die pTNM-Klassifikation sieht vor, dass mindestens zehn regionäre Lymphknoten 
untersucht werden sollten, um ein „pN0“ zu klassifizieren. Diese Zahl ist nicht durch 
Literaturdaten bestätigt. In der Literatur wird aufgeführt, dass die Rate an korrekten 
Klassifikationen mit der Anzahl der untersuchten Lymphknoten steigt [46]. 




Die Einteilung der Tumorstadien der Union internationale contre le cancer (UICC) ist 
der wichtigste Prognoseparameter nach Resektion eines Pankreaskarzinoms in 
kurativer Intention. Die Tabelle 2 zeigt die Stadieneinteilung nach UICC. 
 
Tabelle 2: UICC-Stadieneinteilung 
Stadium 0 Tis N0 M0 
Stadium IA T1 N0 M0 
Stadium IB T2 N0 M0 
Stadium IIA T3 N0 M0 
Stadium IIB T1, T2, T3 N1 M0 
Stadium III T1, T2, T3 N2 M0 
 T4 Jedes N M0 
Stadium IV Jedes T Jedes N M1 
(aus [45]) 
1.1.7.4 Histopathologisches Grading 
Das Grading (sog. Tumordifferenzierungsgrad) des duktalen Adenokarzinoms des 
Pankreas wurde in der WHO-Klassifikation 2010 festgelegt und beruht auf 
histologischen und zytologischen Kriterien [47]. Neben der Drüsendifferenzierung 
gehen Anzahl der Mitosen sowie Kernatypien und Muzinproduktion in das Grading 
ein. Die Tabelle 3 zeigt die Einteilung des histopathologischen Gradings. Wird es 
konsequent angewendet, korreliert der histologische Differenzierungsgrad mit der 
Prognose [48]. 
 
Tabelle 3: Histpopathologischer Differenzierungsgrad 
GX Differenzierungsgrad kann nicht bestimmt werden 
G1 Gut differenziert 
G2 Mäßig differenziert 
G3 Schlecht differenziert 
G4 Undifferenziert 
(aus: [45])  
1.1.7.5 Residualtumor- (R-) Klassifikation 
Das Fehlen oder Vorhandensein von einem Residualtumor (sog. Resttumor) nach 
Behandlung wird durch die Residualtumor- (R-) Klassifikation beschrieben. Tabelle 4 
zeigt die unterschiedlichen Stadien. Die TNM- und pTNM-Klassifikationen 
beschreiben die anatomische Ausbreitung des Tumors (ausgenommen beim 
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Retinoblastom), jedoch ohne Berücksichtigung der Behandlung. Hier kann eine 
Ergänzung durch die R-Klassifikation, die den Tumorstatuts nach Behandlung 
erfasst, erfolgen. Die R-Klassifikation ermöglicht Aussagen über den Effekt der 
Therapie und beeinflusst das weitere therapeutische Vorgehen. Des Weiteren 
können anhand der R-Klassifikation zuverlässige Voraussagen bezüglich der 
Prognose gestellt werden.  
Die R-Klassifikation ist aus historischen Gründen nicht obligater Bestandteil der 
TNM-Klassifikation. Aufgrund ihrer prognostischen Bedeutung ist sie aber nach 
Behandlung, insbesondere nach chirurgischer Therapie, unerlässlich und daher als 
essentieller Bestandteil der Tumorklassifikation, neben der Erfassung der 
anatomischen Tumorausbreitung durch die TNM-Klassifikation, zwingend 
vorgesehen [45].  
 
Tabelle 4: Die unterschiedlichen Stadien der R-Klassifikation 
RX Vorhandensein von Residualtumor kann nicht beurteilt werden 
R0 Kein Residualtumor 
R1 Mikroskopischer Residualtumor 
R2 Makroskopischer Residualtumor 
(aus: [45]) 
 
Da es beim duktalen Adenokarzinom des Pankreas tumorbiologische und daraus 
resultierende morphologische Besonderheiten (wie z. B. die diskontinuierliche 
Ausbreitung, die desmoplastische Stromareaktion und die ausgedehnten 
Perineuralscheiden- bzw. Lymphgefäßinvasionen) gibt, kann die genaue Beurteilung 
des Resektionsrandes deutlich erschwert sein, da die Karzinomzellen häufig an 
diesen zirkumferentiellen Resektionsrand heranreichen. Somit konnten in der 
Vergangenheit fälschlicherweise R0-Situationen angenommen worden sein, obwohl 
eigentlich eine R1-Situation bestand [49]. In zahlreichen Studien wird über das 
Ausmaß des Resektionsrandes, die Einteilung in eine R0- oder R1-Situation und die 
damit einhergehende Prognose diskutiert [50-52]. Eine Erweiterung der R-
Klassifikation durch das sogenannte „Konzept des zirkumferentiellen 
Resektionsrands“ (engl.: Circumferential Resection Margin - CRM-Konzept) sollte 
stattfinden.  Hierbei wird der Abstand des Tumors zum Resektionsrand angegeben. 
Dieses Konzept wird bereits beim Rektumkarzinom angewendet. Durch die 
Einführung des CRM-Konzeptes mit Angabe des minimalen Abstandes der 
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Karzinomzellen zum zirkumferentiellen Resektionsrand können Daten erhoben 
werden, die eine abschließende Bewertung in Hinblick auf das Risiko eines Rezidivs 
und der Prognose der operativen Behandlungsverfahren von Pankreaskarzinomen 
ermöglichen [45, 53, 54]. 
1.1.8 Therapie 
Die Therapie des Pankreaskarzinoms erfolgt entweder in kurativer oder in palliativer 
Absicht. Es bestehen die Möglichkeiten eines chirurgischen und/oder 
medikamentösen Therapieansatzes in kurativer oder palliativer Absicht. 
Die einzige kurative Therapieoption des Pankreaskarzinoms ist die chirurgische 
Resektion. Eine randomisierte Studie zeigte, dass bei einem lokal invasiven und als 
resektabel eingestuften Pankreaskarzinom ausschließlich die chirurgische Therapie 
die einzige kurative Maßnahme ist. Die Durchführung einer alleinigen Chemo- 
und/oder Radiotherapie führte nicht zur Heilung [55].  
Da die Diagnose des Pankreaskarzinoms meist schon im fortgeschrittenen Stadium 
gestellt wird, sind die kurativen Möglichkeiten zu diesem Zeitpunkt sehr begrenzt. So 
besteht nur bei 10 bis 20 % der Patienten bei Erstdiagnose die Möglichkeit eines 
potentiell kurativen Therapieansatzes mittels einer chirurgischen Resektion [56, 57]. 
Eine chirurgische Resektion erfolgt bei als resektabel eingestuften Tumoren. Das Ziel 
der Resektion beim Pankreaskarzinom ist, laut Leitlinie, unabhängig von seiner 
Lokalisation die Resektion im Gesunden. So können auch bei lokal fortgeschrittenen 
Karzinomen diese ggf. en bloc mit den Nachbarorganen reseziert werden [10].  
Die kurative Therapie hat die vollständige operative makroskopische und 
mikroskopische (histologische) Entfernung des Tumorgewebes im Gesunden 
(sogenannte R0-Resektion) als Ziel. Dieses soll durch die Pankreatoduodenektomie 
als Mittel der operativen Therapie erreicht werden. Es wird hierbei die klassische 
(nach Kausch-Whipple) von der pyloruserhaltenden (nach Traverso-Longmire) 
Operation unterschieden [58]. Die Voraussetzung für diese beiden Formen der 
Operation ist die Lage des Pankreaskarzinoms im Pankreaskopf. So werden bei der 
klassischen Whipple-Operation neben dem befallenen Pankreaskopf auch der distale 
Magen, das Duodenum, das proximale Jejunum, die Gallenblase, der Ductus 
choledochus und regionäre Lymphknoten en-bloc reseziert. Im Vergleich hierzu wird 
bei der pyloruserhaltenden Variante auf die Resektion des distalen Magens 
einschließlich des Pylorus verzichtet. Eine Zusammenstellung von Meta-Analysen 
 Kapitel 1: Einleitung 
13 
 
zeigt, dass es zwischen den beiden Verfahren in Hinblick auf die postoperative 
Mortalität und Morbidität sowie auf das Überleben scheinbar keine signifikanten 
Unterschiede gibt. Jedoch soll es bei der Operation nach Traverso-Longmire zu 
signifikant geringeren Operationszeiten und Blutverlusten kommen [59, 60], so dass 
diese Methode aktuell bevorzugt wird [58]. Überschreiten die Tumoren eine 
bestimmte Größe oder liegt ein multifokaler Befall vor, kann eine totale 
Pankreatektomie erfolgen [61]. Eine Anpassung des operativen Verfahrens mit einer 
erweiterten Resektion und Rekonstruktion der Gefäße erfolgt bei entsprechender 
Infiltration venöser Gefäße, wie z. B. der Vena portae, Vena mesenterica oder Vena 
splenica [62]. Abhängig von der Lage des Pankreaskarzinoms wird bei den deutlich 
seltener auftretenden Tumoren des Pankreaskörpers bzw. des Pankreasschwanzes 
eine (subtotale) Pankreasteil- bzw. Pankreaslinksresektion oder gar eine totale 
Duodenopankreatektomie durchgeführt [63, 64]. Werden Fernmetastasen in der 
Leber oder der Lunge sowie eine ausgedehnte Lymphknotenmetastasierung (wenn 
diese als ausgedehnte Fernmetastasen gelten) oder eine Peritonealkarzinose 
nachgewiesen, schließt dieses eine kurative operative Behandlung aus  [10]. 
Im Rahmen von aktuellen Studien werden neoadjuvante Therapieansätze mit 
Chemo-, Radio- oder kombinierter Radio-Chemotherapie als Möglichkeit zur 
Verbesserung der Resektabilität getestet. Es besteht bezüglich der Resultate jedoch 
keine eindeutige Datenlage [65]. Allerdings zeigen Metaanalysen, dass bei primär 
nicht resezierbaren Pankreaskarzinomen durch das oben beschriebene 
neoadjuvante Konzept die operative Resektabilität erreicht werden kann [66, 67]. 
Als eine weitere Therapieoption wird die Durchführung einer adjuvanten 6-monatigen 
Chemotherapie mit 5-Fluoruracil (5-FU) oder mit Gemcitabin bei sowohl R0- als auch 
R1-resezierten Patienten empfohlen. Dadurch zeigte sich ein verlängertes Überleben 
[68-70]. Entsprechende Änderungen wurden bereits in die AWMF S-3-Leitlinie des 
exokrinen Pankreaskarzinoms übernommen. Eine adjuvante Radiochemotherapie 
nach R0-Resektion, sowie eine additive Radiochemotherapie nach R1-Resektion und 
neoadjuvante Radio- und/oder Radiochemotherapien werden laut AWMF S-3-
Leitlinie aus dem Jahr 2013 außerhalb von Studien nicht empfohlen und durchgeführt 
[10].  
Befindet sich das Pankreaskarzinom bereits im fortgeschrittenen Tumorstadium oder 
bestehen bereits mehrere Metastasen, ist eine Resektion nicht mehr möglich. Eine 
Cochrane-Analyse bestätigte die Überlegenheit bezüglich Überlebenszeit und 
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Lebensqualität der palliativen Chemotherapie gegenüber einer rein supportiven 
Therapie [71]. Seit der von Burris et al. im Jahre 1997 veröffentlichten Studie hat sich 
Gemcitabin als Standard etabliert [72]. 
Bezüglich der Bedeutung einer Kombination aus Chemotherapie und molekularer 
Therapiestrategien (sog. „targeted therapies“) wurden in den letzten Jahre viele 
Phase-III-Studien durchgeführt. Eine Metaanalyse aus dem Jahr 2017 wertete neun 
Studien mit über 4500 Patienten aus. Es konnte gezeigt werden, dass es beim 
fortgeschrittenen Pankreaskarzinom keine signifikante Verbesserung des Überlebens 
bei einer Therapie mit Gemcitabin plus einer "targeted therapy" im Vergleich zu einer 
Gemcitabinmonotherapie gab [73]. 
1.1.9 Prognose 
Das Pankreaskarzinom gehört trotz intensiver Forschung weltweit immer noch zu 
den Tumoren mit der schlechtesten Prognose. Die Fünf-Jahres-Überlebensrate 
beträgt bei allen Patienten mit einem Pankreaskarzinom ca. sechs Prozent. Damit 
liegt das Pankreaskarzinom in den USA und Europa an vierter Stelle der 
Krebstodesfälle [74]. Trotz vielfältiger chirurgischer Möglichkeiten ist die 
Voraussetzung einer potenziell kurativen Therapie jedoch lediglich bei ca. 20  % der 
Patienten gegeben. Die 5-Jahres-Überlebensrate nach R0-Resektion beträgt 
allerdings bis zu 25  %. Wenn die chirurgische Intervention in Pankreaszentren 
erfolgt, besteht eine niedrige Morbidität und eine Letalität von unter fünf Prozent. 
Eine anschließende Monochemotherapie (mit z. B. Gemcitabin oder 5-Fluoruracil) 
kann das mittlere Überleben auf bis zu 28 Monate erhöhen. Bei primär lokal 
irresektablen Pankreastumoren können in ca. 20  % der Fälle nach einer 
neoadjuvanten Radiochemotherapie diese reseziert werden. Dieses Vorgehen sollte 
jedoch nur im Rahmen von Studien erfolgen. Ausgedehnte Tumoren mit Infiltrationen 
der Nachbarorgane oder der Venen sollten im Rahmen von Multiviszeralresektionen 
entfernt werden. Im Gegensatz hierzu ist die Infiltration der zentralen Arterien ein 
Zeichen der Inoperabilität. Die angestrebte R0-Resektion kann aufgrund des 
perineuralen Wachtums in der Regel nicht erzielt werden. Da eine R2-Resektion 
aufgrund ihrer schlechten Langzeitprognose und hohen Morbidität vermieden werden 
sollte, werden bei fortgeschrittenen Tumoren heute die zentralen Arterien mit Hilfe 
eines speziellen Männovers („Artery first“) primär dargestellt. Bei fehlender 
Tumorinfiltration kann die Resektion fortgeführt werden. Die Lymphadenektomie ist 
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heute standardisiert und umfasst die Entfernung der regionalen und zentralen 
Lymphknoten, wobei eine routinemäßige Erweiterung der Lymphadenektomie keine 
Vorteile bietet [75-77]. Hieran zeigt sich, dass nicht nur der postoperative 
Resektionsstatus und das initiale Staging, sondern auch der Lymphknotenstatus 
wichtige Prognoseparameter sind [78]. Die Literatur bestätigt die Aussage, dass die 
Rate an korrekten Klassifikationen des pN - und damit die bessere Einschätzung der 
Prognose - mit der Anzahl der untersuchten Lymphknoten steigt. Eine andere 
Möglichkeit zur Abschätzung der Prognose ist die sogenannte Lymph Node Ratio 
(LNR). Sie gibt das Verhältnis von befallenen zu entnommenen Lymphknoten wieder. 
Eine LNR von ≥ 0,2 hat sich in mehreren Studien als prognostisch ungünstig 
erwiesen und soll ein stärkerer Prognoseparameter nach der Resektion als der reine 
Lymphknotenstatus sein [79, 80].  
In Einzelfällen kann die Resektion des Pankreas trotz nachgewiesener 
Metastasierung zur Kontrolle der Symptome (z. B. bei Schmerzen, Ikterus) erfolgen. 
Bei ca. 80 % der Patienten beschränkt sich das therapeutische Vorgehen nur noch 
auf eine palliative Versorgung, da das Pankreaskarzinom bei Erstdiagnose bereits 
metastasiert ist. Die mittlere Überlebenszeit für Patienten mit Metastasen beträgt drei 
bis sechs Monate. Hier sollte die effektive palliative Betreuung zur Verbesserung der 
Lebensqualität im Vordergrund stehen und frühzeitig beginnen [81]. Bei 
Durchführung einer palliativen Chemotherapie mit Gemcitabin liegt die Ein-Jahres-
Überlebensrate bei 18 bis 20 % [71]. Die palliative Kombinationstherapie aus 
Gemcitabin plus Erlotinib, als EGF-Tyrosinkinaseinhibitor, zeigt in einer Phase-III-
Studie im Gesamtkollektiv eine statistisch signifikante Verbesserung des medianen 
Überlebens um etwa zwei Wochen zugunsten der Kombinationstherapie. Bei einem 
vergleichbaren Nebenwirkungsprofil lag das Ein-Jahresüberleben bei der Gruppe, die 
nur mit Gemcitabin behandelt wurde, bei 19 % versus 24 % in der Gruppe mit der 
Kombinationstherapie. In Subgruppenanalysen war der Unterschied im medianen 
Überleben nur bei Patienten mit metastasierter Erkrankung, nicht aber für Patienten 
mit lokal fortgeschrittenen, inoperablen Tumoren nachweisbar [82]. 
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1.2 Tumorpathologie des Pankreaskarzinoms 
1.2.1 Pathophysiologie und Tumorstroma 
Den Ausgangspunkt des Pankreaskarzinoms bilden die nicht-invasiven 
Vorläuferläsionen, die aufgrund von Mutationen über verschiedene Zwischenstadien 
in ein invasives Adenokarzinom übergehen können [83]. Zu diesen Läsionen zählen 
die pankreatische intraepitheliale Neoplasie (PanIN), die intraduktal papillär 
muzinöse Neoplasie (IPMN) oder die muzinös-zystische Neoplasie (MCN) [84]. Zu 
den am längsten bekannten und am häufigsten untersuchten Vorläuferläsionen 
gehören die PanINs, die anhand ihrer Morphologie und Molekulargenetik in low-
grade und high-grade Stadien eingeteilt werden [85, 86]. 
Zum Verständnis der Pathophysiologie des Pankreaskarzinoms ist es unerlässlich, 
die ausgeprägte desmoplastische Reaktion des umliegenden Bindegewebes zu 
betrachten. Diese Reaktion ist gekennzeichnet durch die Ablagerung von 
verschiedenen Proteinen wie Fibronektin, Kollagenen oder "Secreted protein acidic 
and rich in cysteine" (SPARC) im Tumor selbst bzw. in der Extrazellulärmatrix (EZM). 
Sogenannte Pancreatic stellate cells (PSC) (pankreatische Sternzellen) und aktivierte 
Pankreas-assoziierte Fibroblasten fördern die Sekretion und Ablagerung der o. g. 
Substanzen [87]. Makrophagen und Lymphozyten, die durch den Tumorprozess im 
Sinne von Entzündungszellen rekrutiert werden, können die Fibroblasten und PSCs 
aktivieren und somit die desmoplastische Reaktion in einer gegenseitigen Reaktion 
unterhalten [88]. Die aktivierten und tumorassoziierten Fibroblasten unterstützen über 
eine Sekretion von "Fibroblast activation protein" (FAcP) das invasive 
Tumorwachstum von Pankreaskarzinomzellen [89]. Die PSCs wiederum können 
"Vascular endothelial growth factor" (VEGF) und Matrix-Metalloproteasen (MMP) 
sezernieren und damit die Angiogenese und die Metastasierung des 
Pankreaskarzinoms beeinflussen [90]. Somit besteht ein sich selbst erhaltender 
Kreislauf zwischen Tumorzellen und PSCs [91]. 
1.2.2 Mechanismus der Metastasierung 
Das Pankreaskarzinom metastasiert auf zwei Hauptwegen: dem hämatogenen und 
dem lymphogenen Weg. Die Metastasierung läuft in Schritten ab. Zuerst kommt es 
zu einem Verlust der Zell-Zell Adhäsion. Die somit vom Gewebsverbund losgelösten 
Tumorzellen durchbrechen die Basalmembran (Invasion) und können sich innerhalb 
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des peripankreatischen und perineuralen Gewebes fortbewegen (Migration). So wird 
ein Eindringen in das Lymph- und Blutgefäßsystem (Intravasation) ermöglicht. Die 
Tumorzellen verteilen sich über das Gefäßsystem und können in den  
entsprechenden Zielgeweben wieder austreten (Extravasation). So können aus den 
hämatogen gestreuten Karzinomzellen Metastasen hervorgehen [44, 92].  
 
1.3 Angiogenese 
Angiogenese bedeutet Neuentwicklung bzw. Wachstum von kleinen Blutgefäßen 
(Kapillaren), die überwiegend durch Aussprossung aus einem bereits vorgebildeten 
Kapillarsystem entstehen. Als Ausgangspunkt der Angiogenese gelten die 
Endothelzellen, die alle Gefäße auskleiden. Von der Angiogenese zu unterscheiden 
ist die Vaskulogenese. Diese beschreibt die Entstehung bzw. Neubildung von 
Blutgefäßen aus den sogenannten endothelialen Vorläuferzellen in der frühen 
Embryogenese. Bei dieser Form differenzieren sich endotheliale Stamm- und 
Vorläuferzellen (Hämangioblasten, Angioblasten) zu Endothelzellen aus. Sowohl bei 
der Vaskulogenese als auch bei der Angiogenese differenzieren sich Zellen des 
umgebenen Mesenchyms entweder zu Perizyten (Kapillaren) oder zu glatten 
Muskelzellen (größere Gefäße) [93]. 
Die Angiogenese verläuft in mehreren Schritten. Zunächst kommt es über die 
Kaskade Stickoxid (NO) - Vasodilatation - VEGF zur Erhöhung der 
Kapillarpermeabilität [93]. Das Stickoxid wird von der im Gefäßendothel sitzenden 
NO-Synthase durch Oxidation von L-Arginin auf bestimmte Reize oder Hormone 
(Scher- und/oder Pulsationskräfte oder Acetylcholin, Bradykinin, Serotonin, Substanz 
P) gebildet [94, 95]. 
Das Angiopoetin-2 (ANG-2) ist ein Inhibitor des endothelspezifischen Tyrosinkinase-
Rezeptors Tie-2 und ein Antagonist des natürlich vorkommenden 
Antipermeabilitätsfaktors Angiopoetin-1 (ANG-1) und verstärkt das Aussprossen von 
Endothelzellen durch die Hemmung des Endothelrezeptors. Das ANG-2 trägt 
zusätzlich zur Ablösung von glatten Muskelzellen von den Endothelzellen und zur 
Auflösung der extrazellulären Matrix bei. Bestimmte Proteasen aus dem 
umgebenden Gewebe zersetzen Teile des Zellstromas und der Basalmembran. 
Somit wird den proliferierenden Endothelzellen der Kontakt zur EZM und damit eine 
Aktivierung und Proliferation (Migration) ermöglicht.  
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Die bei der Auflösung der EZM beteiligten Proteasen ermöglichen darüber hinaus die 
Freisetzung von proangiogenen Mediatoren, wie z. B. VEGF, bFGF (basic fibroblast 
growth factor) und IGF-1 (insulin like growth factor). Diese führen zu einer 
Rekrutierung von Stromazellen und glatten Muskelzellen und ermöglichen es den 
Endothelzellen, die in die EZM einwachsen, solide Stränge zu bilden, welche 
nachfolgend ein Lumen ausbilden können [93, 96]. 
Die Angiogenese ist ein entscheidender Mechanismus, der sowohl für eine Reihe 
von physiologischen als auch pathologischen Reaktionen wichtig ist. Unter 
physiologischen Bedingungen findet die Angiogenese zum Beispiel bei der 
Wundheilung und im Reproduktionstrakt des weiblichen Organismus statt. Bei diesen 
Prozessen unterliegt die Angiogenese einem fein abgestimmten Zusammenspiel von 
angiogenen und antiangiogenen Faktoren (hierzu Tabelle 5) und wird streng reguliert 
[97]. Kommt es zu einer Fehlregulation dieser Faktoren, läuft die Angiogenese 
unreguliert ab. Solches wird bei einer Vielzahl von Krankheitsbildern beobachtet, wie 
z. B. bei der rheumatoiden Arthritis, Psoriasis, Leberzirrhose sowie der diabetischen 
Retinopathie. Beim Wachstum und bei der Metastasierung von soliden Tumoren ist 
diese Beobachtung von größter Bedeutung [98]. 
 
Tabelle 5: Beispiele endogener angiogener und antiangiogener Faktoren 
 
(aus: [97]) 
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Um den wachsenden Tumor mit ausreichenden Mengen an Sauerstoff sowie 
Nährstoffen zu versorgen, den Abtransport von Stoffwechselendprodukten und eine 
Metastasierung zu ermöglichen, ist die Angiogenese von essentieller Bedeutung. Die 
tumorstimulierte Bildung neuer Kapillaren ist eine der grundlegenden 
Voraussetzungen für das Tumorzellwachstum und die hämatogene Metastasierung 
[99]. Die durch den Tumor induzierte Angiogenese entsteht aufgrund des 
Missverhältnisses zwischen der Quantität der angiogenen und antiangiogenen 
Faktoren zugunsten der Erstgenannten. Die vermehrte Produktion und Sekretion 
(pro)angiogener Faktoren wird durch die Tumorzelle selbst gefördert und ist 
Ausdruck der ausgeprägten desmoplastischen Stromareaktion (siehe Kapitel 1.2.1). 
Das so entstandene Ungleichgewicht zwischen vermehrten angiogenen und 
reduzierten antiangiogenen Faktoren führt dazu, dass sich bislang avaskuläres 
hyperplastisches Gewebe in ein überschießendes vaskularisiertes Tumorgewebe 
entwickelt und möglicherweise in eine maligne Tumorprogression übergeht. Dies ist 
der sogenannte „angiogenic switch“ [100]. Dieser hat somit entweder die Stimulation 
angiogener oder die Hemmung antiangiogener Faktoren zur Folge und führt durch 
die Störung des Gleichgewichts der Faktoren zu einem Kontrollverlust über die lokale 
Angiogenese des gesamten Organismus [101]. Der „angiogenic switch“ ist Folge von 
genetischen und umweltbedingten Einflüssen. Zu den aktivierenden genetischen 
Faktoren zählen (Proto-) Onkogene wie das Sarcoma-Gen (Src) und Rat sarcoma-
Gen (Ras). Inhibitorische Gene sind z. B. p53 und das von Hippel-Lindau-Gen. Zu 
den Umwelteinflüssen, welche die Angiogenese im Tumor auslösen können, gehören 
z. B. die Hypoxie, metabolischer Stress, Veränderungen im pH-Wert des Gewebes 
und Zytokine aus einer inflammatorischen Lokalreaktion [102]. 
Eine Vielzahl von angiogenen und antiangiogenen Faktoren sowie deren 
Rezeptoren, die im humanen Pankreaskarzinom zum Teil auch überexprimiert 
werden, wurden in den letzten Jahren identifiziert bzw. charakterisiert und dann als 
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Tabelle 6: Proangiogene Wachstumsfaktoren und deren Rezeptoren, die im humanen 
Pankreaskarzinom überexprimiert werden 






PDGF B chain 
IGF-I 











Wachstumsfaktoren, die Serin-Thyreonin Rezeptoren aktivieren Rezeptor 
 





Typ2 TGF-ß Rezeptor 
 




Bestimmte angiogene Faktoren korrelieren mit einem fortgeschrittenen 
Tumorstadium und einer ungünstigeren Prognose [103]. Ein nicht vaskularisierter 
solider Tumor hat die Möglichkeit, eine Größe von max. 1mm im Durchmesser zu 
erlangen. Danach kann das Tumorgewebe die benötigten Nährstoffe nicht mehr nur 
über Diffusion aufnehmen.  Für den An- und Abtransport wird ein Gefäßsystem 
benötigt. Eine Arbeit konnte zeigen, dass das initiale Tumorwachstum beim 
Adenokarzinom des Pankreas zunächst keine Angiogenese benötigt. Allerdings 
konnten schon am fünften Tag des Tumorwachstums intravitalmikroskopische 
Beweise für das Vorhandensein neuer Mikrogefäße im Sinne einer neu entstandenen 
Angiogenese erbracht werden [104]. Die Angiogenese und die Versorgung mit 
Sauerstoff und Nährstoffen sind somit von essentieller Bedeutung für das 
Wachstums- und Metastasierungsverhalten des Pankreaskarzinoms. Mit diesem 
Wissen eröffnet sich an dieser Stelle eine neue therapeutische Möglichkeit, die die 
Inhibition der Tumorangiogenese direkt am proliferierenden Tumorendothel ansetzen 
lassen könnte. Somit wäre der Therapieansatz selektiver und damit potentiell 
nebenwirkungsärmer als z. B. die systemische Chemotherapie. 
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1.4 Vaskulärer endothelialer Wachstumsfaktor - VEGF  
Der vaskuläre endotheliale Wachstumsfaktor - VEGF - ist einer der bekanntesten 
angiogenen Faktoren. Er wird von Tumor- und Stromazellen gebildet. Zu den zwei 
stärksten Induktoren von VEGF gehören sowohl der epidermale Wachstumsfaktor 
(epidermal growth factor - EGF) als auch der Wachstumsfaktor TGF-alpha 
(transforming growth factor alpha) [105, 106]. Einen weiteren entscheidenden 
Einfluss auf die Ausschüttung von VEGF hat die Azidose und die damit 
einhergehende Hypoxie [107]. Es kommt unter dem Einfluss von VEGF zur 
Endothelzellproliferation und Ausdifferenzierung des Endothels als Vorstufe der 
neuen Gefäße. Weitere Aufgaben des VEGF liegen in der Migration und Invasion der 
Endothelzellen sowie in deren Erhaltung. So konnte VEGF als einer der 
Überlebensfaktoren für Endothelzellen identifiziert werden. In vitro Studien zeigten, 
dass VEGF den programmierten Zelltod (Apoptose) von Endothelzellen durch eine 
Reihe von Mediatoren, die auch die Induktion von antiapoptotischen Proteinen wie   
z. B. BCL-2 (B-Cell lymphoma) und A1 (einem Mitglied der antiapoptotischen BCL-2 
Familie) beinhaltet, verhindert [108]. 
Die Wirkung des VEGF erfolgt über eine Bindung des Faktors an den Rezeptoren 
VEGF-Rezeptor1 (VEGF-R1) und VEGF-Rezeptor2 (VEGF-R2), die auf 
Endothelzellen exprimiert werden. Diese erscheinen erst nach ihrer Aktivierung durch 
VEGF in sehr großer Zahl auf der Oberfläche der Tumorendothelzellen. Beiden 
Rezeptoren wird jeweils eine zentrale Rolle bei der Regulierung der Neubildung und 
der Erhaltung von pathologischen Blutgefäßen zugeschrieben [109]. Eine große 
Anzahl an epithelialen Tumoren, hierzu gehört auch das Pankreaskarzinom, 
überexprimieren VEGF-R1 und VEGF-R2 auf ihren Tumorendothelzellen, wobei 
VEGF-R2 bei der Signalübertrag von entscheidender Bedeutung ist (hierzu Tabelle 
6).  
Ein vielfach untersuchter Wachstumsfaktor ist VEGF-C. Dieses prolymphangiogene 
Protein bindet an den Rezeptor VEGF-R3. Dieser Rezeptor ist ein Tyrosinkinase-
Rezeptor, der die Lymphangiogenese in vivo (während der Embryonalzeit und auch 
im ausgewachsenen Organismus) und die Lymphendothelzellproliferation in vitro 
vermittelt. Es konnte gezeigt werden, dass transgene Mäuse, die VEGF-C in den 
Beta-Zellen des Pankreas überexprimieren, eine extensive Lymphangiogenese um 
die Langerhans-Inseln herum entwickelten. Wurden nachfolgend Tumoren in diesem 
überexprimierenden Gewebe induziert, zeigte sich eine Metastasierung der 
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Tumorzellaggregate in benachbarte Gebiete, während Tumoren aus nicht 
transgenen Mäusen keine Metastasen entwickelten [110, 111]. Eine andere Arbeit 
konnte zeigen, dass eine vermehrte Expression von VEGF beim Pankreaskarzinom 
mit einer schlechteren Prognose assoziiert war [112].  
 
1.5 Mikrogefäßdichte - microvessel density (MVD) 
Die Mikrogefäßdichte (MVD) im Präparat eines Tumors wird in vielen 
Tumorsystemen als Maß für den Einfluss der proangiogenen Faktoren herangezogen 
und korreliert zum Teil mit dem Ausmaß und Fortschritt der Tumorerkrankung und 
der allgemeinen Prognose [113]. Bei Messungen der Mikrogefäßdichte, die als einer 
der Marker für die Angiogenese des Pankreaskarzinoms fungiert, zeigte sich, dass 
die Mikrogefäßdichte in der Peripherie des Tumors, am Ort des Tumorwachstums, 
ausgeprägter war als im Zentrum. Eine ausgeprägtere Mikrogefäßdichte kann mit 
einem stärkeren Tumorwachstum, einer erhöhten Metastasierungstendenz und 
einem geringeren Differenzierungsgrad der Tumorzellen einhergehen [114, 115]. 
Sowohl Pankreaskarzinomzellen als auch die umliegenden Stromazellen tragen über 
eine Expression von VEGF und anderer Faktoren zur Ausbildung einer erhöhten 
MVD bei. Diese ist mit einem erhöhten Auftreten von Lebermetastasen und einem 
verringerten medianen Überleben assoziiert [116]. Eine andere Arbeit zeigte, dass 
bei vermehrter Expression von VEGF die MVD stieg und sich daraus eine 
schlechtere Prognose bei vermehrter MVD ergab [112]. Somit ist die 
Mikrogefäßdichte ein weiterer wichtiger Parameter für die Prognose des 
Pankreaskarzinoms. 
 
1.6 Stress und Stresshormone 
1.6.1 Stress  
Ursachen für Stress können verschiedene innere Reize (z. B. Verlust, Misshandlung, 
Depression, Arbeitslosigkeit, familiäre Probleme, Ängste, Entscheidungskonflikte, 
Leistungsüberforderung) als sogenannte psychologische Stressoren oder äußere 
Reize (z. B. Lärm, Isolation, Zeitdruck, Trauma, Operation, Infektionen) als 
sogenannte physische Stressoren sein [117]. Diese Stressoren führen über die 
Veränderung des Gleichgewichtes des Organismus zu einer Stressreaktion, die es 
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dem Individuum ermöglichen soll, sich den neuen Umweltbedingungen anzupassen 
und zu überleben. Diesen Anpassungsprozess bezeichnet man als Allostase [118, 
119]. 
Die Einteilung von Stress erfolgt in "akuten" und "chronischen" Stress. Beim akuten 
Stress erfolgt eine physiologische Reaktion des Organismus, um schnell Energie 
bereitzustellen und die Leistung des Immunsystems zu erhöhen, um damit die 
Reaktions- und Widerstandsfähigkeit anzupassen und das Überleben des 
Individuums zu sichern [119]. Der Organismus hat anschließend die Möglichkeit sich 
durch entsprechende Mechanismen vom akuten Stress zu erholen. Beim 
chronischen Stress wird der Organismus durch andauernde und/oder wiederholte 
Belastungen gereizt. Eine Möglichkeit zur Regeneration besteht jedoch nicht, und 
somit kann der chronische Stress über die Beeinträchtigung physiologischer 
Funktionen (wie z. B. die Wundheilung oder das Immunsystem) zur Schwächung des 
Organismus und zur Entstehung von Krankheiten beitragen [120, 121]. 
In der heutigen Zeit kommt es neben schweren psychischen Belastungssituationen, 
wie z. B. langen und unsicheren Lebensphasen mit andauernden Sorgen und 
Ängsten, auch immer häufiger zu vielen kleineren Belastungen im Alltag. Diese 
können bei Fehlen von geeigneten Anpassungs- oder Verarbeitungsstrategien eine 
nicht unerhebliche Wirkung auf unser Wohlbefinden und somit auf das Entstehen von 
Krankheiten und psychischen Störungen haben.  
1.6.2 Stresshormone und die Wechselwirkung mit der Karzinogenese  
Kommt es im Organismus durch die o. g. Stressoren zu einer Stresssituation, werden 
über bestimmte endokrine Regulationsmechanismen nicht nur Stresshormone wie  
Katecholamine (Adrenalin = Epinephrin und Noradrenalin = Norepinephrin) und 
Cortisol ausgeschüttet, sondern auch Wachstumshormone, adrenocorticotrope 
Hormone (ACTH) und Prolaktin [122]. Es konnte nachgewiesen werden, dass ein 
durch Stress ausgelöstes (Lebens-) Ereignis eine erhöhte Konzentration von 
Katecholaminen im Tumor bedingt und in vivo mit einem Tumorprogress einhergehen 
kann [123-125]. Dieser Mechanismus wurde hierbei durch die Katecholamine, die in 
Karzinomzellen unterschiedlicher Herkunft die Sekretion von MMP-2, MMP-9, VEGF 
und Interleukinen erhöhen, ausgelöst [126-128]. Auch eine gesteigerte Angiogenese 
durch die von Katecholaminen verstärkte Sekretion von VEGF konnte nachgewiesen 
werden [128]. Eine weitere Arbeit zeigte, dass bei einem orthotopen murinen 
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Ovarialkarzinom die Angiogenese unter dem Einfluss chronischen Stresses deutlich 
zunahm und nachfolgend zu einem erhöhten Tumorwachstum führte [129] . 
Durch die Stimulation von MMP-2 und MMP-9 kann bei Zellen in vitro und bei 
Karzinomen in vivo das Wachstum und die Invasivität erhöht werden. Eine durch 
Stress induzierte Suppression der natürlichen Killerzellen (NK-Zellen) und die damit 
einhergehende Hemmung des Immunsystems kann ebenfalls zu einem vermehrten 
Tumorwachstum führen [130, 131]. Die Abbildung 1 stellt diesen Sachverhalt 
schematisch dar. Durch Stress kommt es über eine Aktivierung des sympathischen 
Nervenstranges zur Produktion von verschiedenen Neurotransmittern und 
Hormonen, die sich anschließend über verschiedene Mechanismen auf das 




Abb. 1: Stressinduzierte Produktion verschiedener Neurotransmitter und Hormone und deren 
Auswirkung auf das Tumormikromilieu  
Stress wirkt auf den Körper ein und aktiviert den sympathischen Strang. Über diesen werden nicht nur 
die Nebennieren, sondern auch direkt verschiedene Zellen aktiviert. So kommt es zu einer 
Ausschüttung von verschiedenen Hormonen und Neurotransmittern, die nachfolgend über 
verschiedene Mechanismen das Tumormikromilieu beeinflussen (aus: [132] modifiziert nach Bruns). 
MDSCs - Myeloide Suppressorzelle (engl. myeloid-derived suppressor cells) 
NK Zelle - Natürliche Killerzelle 
 Kapitel 1: Einleitung 
25 
 
1.6.3 Stress/Stresshormone beeinflussen das Pankreaskarzinom 
Die Zellen des Pankreaskarzinoms exprimieren β1- und β2-Adrenorezeptoren (ß-Ars) 
und werden durch die stressassoziierten Hormone/Neurotransmitter, wie z. B. die 
Katecholamine Adrenalin und Noradrenalin, zur verstärkten Proliferation und 
Migration angeregt [133].  
In einer Arbeit wurde der Effekt von Noradrenalin auf humane 
Pankreaskarzinomzellen der Zelllinien MiaPaCa-2 und BxPc-3, die beide sowohl β1- 
als auch β2-Adrenorezeptoren exprimieren, untersucht. Bei der Zelllinie MiaPaCa-2 
zeigte sich eine konzentrationsabhängige Wirkung von Noradrenalin auf die 
Invasivität der Zellen, die durch eine erhöhte Expression von MMP-2 und -9 sowie 
VEGF nachgewiesen werden konnte. Die Ergebnisse der Arbeit legten nahe, dass 
die Entstehung von Metastasen nicht nur genetisch bedingt war, sondern auch 
äußeren Einflüssen, wie z. B. Noradrenalin, welches als Signalgeber auch im 
Tumormikromilieu vorhanden war, unterliegen könnte [134].  
Eine andere Arbeit zeigte, dass das Wachstum der Zellen des humanen 
Pankreaskarzinoms und der duktalen Pankreasepithelzellen in vitro über die 
Stimulation durch ß-Adrenorezeptor-Agonisten beeinflusst werden kann. Die 
Signalkaskade wird über die Aktivierung der Adenylatzyklase durch die ß-
Adrenorezeptoren (ß-Ars) eingeleitet und führt anschließend über eine spezielle 
Signalkaskade zur Stimulation der Tumorangiogenese, -proliferation und -migration. 
Die genaue Signalkaskade wird in Abbildung 2 dargestellt. In ebendieser Arbeit 
wurde weiterhin gezeigt, dass 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon oder 
„Nicotine-derived nitrosamine ketone“ (NNK) als Beta-Adrenorezeptoragonist wirkt  
[135]. NNK ist ein Karzinogen, welches beim Tabakrauchen entsteht. Es wird 
vermutet, dass NNK über genotoxische Effekte bei der Entstehung von Neoplasien 
mitwirkt. In einer vorangehenden Arbeit von Guo et al. konnte bereits nachgewiesen 
werden, dass es über β1- und β2-Adrenorezeptoren zu einer Stimulation der 
Proliferation von Lungen- und Pankreasadenokarzinomzellen in vitro und in vivo kam 
[134]. Eine andere Arbeit der Autoren zeigte an immortalisierten humanen duktalen 
Pankreasepithelzellen der Zellreihe HPDE6-c7 eine ähnliche Wirkweise von NNK. 
Hierbei konnte der Effekt von NNK durch die Transaktivierung von EGF-Rezeptoren, 
erhöhtem intrazellulärem cAMP (cyclisches Adenosinmonophosphat) und der 
Phosphorylierung der Kinase ERK-1 und ERK-2 (extracellular-signal regulated 
kinases) nachgewiesen werden [136]. 
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Dieser Zusammenhang konnte durch die Arbeit von Al-Wadei et al. bestätigt werden. 
Hier wurde über eine signifikante Steigerung des α7-nikotinergen 
Acetylcholinrezeptors (α7nAChR) im humanen Pankreaskarzinom durch NNK 
dieselbe Signalkaskade aktiviert wie bei den Katecholaminen.  NNK und α7nAChR 
sind somit ein vorgeschalteter Schritt. Es erfolgte auch eine direkte Beeinflussung 
der ß-Adrenorezeptoren durch NNK. Diese Sachverhalte werden ebenfalls in 
Abbildung 2 dargestellt [135]. 
 
 
Abb. 2: Wirkung der Katecholamine und NNK: über ß-Adrenorezeptor (ß-Ar) stimulierte 
Signalkaskade zur Beeinflussung des Tumorwachstums 
NNK und α7nAChR fungieren als vorgeschaltete Signale zur Stimulierung von Noradrenalin und 
Adrenalin oder als direkter ß-Rezeptor-Agonist. Die durch Stress freigesetzten Neurotransmitter 
Adrenalin und Noradrenalin binden am ß-Ar und führen über die Aktivierung der Adenylatzyklase zur 
Erhöhung von intrazellulärem cAMP. cAMP ermöglicht die Freisetzung von epidermal growth factor 
(EGF) und aktiviert die Proteinkinase A (PKA), welche a) den Transkriptionsfaktor CREB 
phosphoryliert, b) zur Freisetzung von VEGF führt und c) den EGF-Rezeptor (EGF-R) transaktiviert. 
Die Signalkaskade endet in der vermehrten Angiogenese, Proliferation und Migration von Tumorzellen 
(aus: [135], modifiziert nach Bruns). 
Adenylatzyklase 
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Somit können die Katecholamine und NNK auf der einen Seite durch die β1- und ß2-
Adrenorezeptoren die Proliferation und Invasivität der Pankreaskarzinomzellen 
erhöhen, während auf der anderen Seite dieser Effekt durch β-Adrenorezeptor-
Antagonisten blockiert werden könnte [137]. Es zeigte sich, dass unter allen 
Patienten mit einer Karzinomerkrankung die Patienten mit einem Pankreaskarzinom 
die stärksten psychologischen Stresssymptome wie Angst und Depression aufwiesen 
[138] und deshalb der Stress und die daraus entstehenden Stresshormone gerade 
beim Pankreaskarzinom eine hohe Bedeutung bei der Karzinogenese besitzen 
könnten. 
 
1.7 Die Intravitalmikroskopie (IVM) 
1.7.1 Die Geschichte der Intravitalmikroskopie 
Die ersten intravitalmikroskopischen Untersuchungen wurden bereits im Jahr 1839 
durchgeführt. In diesen Untersuchungen konnten erste Eindrücke der Perfusion 
sowie Zell-Zell-Interaktionen in leicht zugänglichen Geweben, wie z. B. dem 
Mesenterium, verschiedener Spezies gewonnen werden. Ein Jahrhundert später 
folgten weitere intravitalmikroskopische Beobachtungen der Mikrozirkulation. Hier 
konnte mit Hilfe der Transillumination an dünnschichtigen Geweben, wie z. B. der 
Schwimmhaut des Frosches, am Kaulquappenschwanz, an Fledermausflügeln oder 
an der Maus, eine Untersuchung der Mikrozirkulation erfolgen [139-141]. Im Jahr 
1967 wurde die intravitalmikroskopische Fluoreszenzmikroskopie durch Köhler 
eingeführt. Nun konnte man auch an soliden Organen, wie z. B. Leber, Gehirn und 
Lunge, die Mikrozirkulation untersuchen [142-144]. Ein Fluoreszenzfarbstoff konnte 
durch Kontrastierung eine in vivo Darstellung bestimmter Zellen hervorrufen und 
somit die direkte Analyse von Mikrozirkulationsparametern ermöglichen [145, 146]. 
Ricker prägte im Jahre 1924 die Mikrozirkulation der Peripherie mit dem Begriff der 
Endstrombahn, deren Aufgabe die Erhaltung des Gewebes sei [147]. Der Begriff der 
Mikrozirkulation umfasste einspeisende Arteriolen, die Kapillaren als 
Gewebeperfusionsfläche, die drainierenden Venolen und die Lymphgefäße [148]. In 
diesem Austauschersystem soll der überwiegende Teil des Stoffaustausches 
zwischen Blut und Interstitium stattfinden und ist dadurch mit der Anlieferung von 
Nährstoffen von großer Bedeutung für die Gewebephysiologie [149]. Auf diese Weise 
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konnten durch die neue Methode der intravitalmikroskopischen Untersuchung 
vielfältige und tiefgreifende neue Erkenntnisse im Bereich der Mikrozirkulation 
gewonnen werden.  
1.7.2 Die Grundlagen der Intravitalmikroskopie 
Der Mechanismus des Epifluoreszenzmikroskops beruht auf dem physikalischen 
Effekt der Fluoreszenz. Hierbei absorbieren Moleküle, sogenannte Fluorophore, Licht 
einer bestimmten Wellenlänge und emittieren dann Licht einer anderen 
(längerwelligen) Wellenlänge. Die Verwendung von Fluoreszenzmarkierungen 
ermöglicht die Lokalisierung bestimmter Bestandteile komplexer biomolekularer 
Strukturen, inklusive der Endothelzellen bzw. kleiner Gefäße und Stammzellen. Die 
Lichtquelle des Mikroskops liefert Licht, das Wellenlängen aus dem gesamten 
Lichtspektrum enthält und anhand eines dichromatischen Spiegels in seine 
Spektralfarben zerlegt wird. Der Anregungsfilter dient dazu, dass nur Licht mit der für 
die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs notwendigen Wellenlängen (z. B. blaues 
Licht) hindurch gelangt. Der Spektrumbereich, in dem der Fluoreszenzfarbstoff 
leuchtet, darf nicht durchgelassen werden. Ein Strahlteiler spiegelt das 
Anregungslicht zum Objektiv. Dieses nahezu einfarbige Licht erreicht das Präparat 
und regt die Fluoreszenz an, sodass Licht einer größeren Wellenlänge (in diesem 
Fall grünes Licht) emittiert wird. Dieses Licht gelangt erneut zum Strahlteiler und 
durch dessen besondere Eigenschaften wird das nun längerwellige Licht Richtung 
Okular durchgelassen (und nicht gespiegelt). Der Lichtstrom fließt anschließend 
durch den Sperrfilter, der nur das durch das Präparat emittierte längerwellige (grüne) 
Fluoreszenzlicht durchlässt und das noch vorhandene blaue Anregungslicht 
(Strahlteiler arbeiten nicht ganz effektiv und so gelangt ein geringer Teil des im 
Präparat reflektierten Anregungslichts in Richtung Okular) absorbiert. Abschließend 
kommt es zur Entstehung des Bildes, wobei Objektdetails in der Farbe des 
entsprechenden Fluoreszenzlichtes auf dunklem Hintergrund erscheinen. Die 
Abbildung 3 zeigt die genannten Grundprinzipien eines Epifluoreszenzmikroskops 
[150]. 
 




Abb. 3: Grundprinzipien eines Epifluoreszenzmikroskops  
Dargestellt sind die Grundprinzipien eines Epifluoreszenzmikroskops. Die Lichtquelle des Mikroskops 
liefert Licht, das Wellenlängen aus dem gesamten Lichtspektrum enthält und anhand eines 
dichromatischen Spiegels in seine Spektralfarben zerlegt wird. Der Anregungsfilter dient dazu, dass 
nur Licht mit der für die Anregung des Fluoreszenzfarbstoffs notwendigen Wellenlängen (z. B. blaues 
Licht) hindurch gelangt. Der Spektrumbereich, in dem der Fluoreszenzfarbstoff leuchtet, darf nicht 
durchgelassen werden. Ein Strahlteiler spiegelt das Anregungslicht zum Objektiv. Dieses nahezu 
einfarbige Licht erreicht das Präparat und regt die Fluoreszenz an, sodass Licht einer größeren 
Wellenlänge (in diesem Fall grünes Licht) emittiert wird. Dieses Licht gelangt erneut zum Strahlteiler 
und durch dessen besondere Eigenschaften wird das nun längerwellige Licht Richtung Okular 
durchgelassen (und nicht gespiegelt). Der Lichtstrom fließt anschließend durch den Sperrfilter, der nur 
das durch das Präparat emittierte längerwellige (grüne) Fluoreszenzlicht durchlässt und das noch 
vorhandene blaue Anregungslicht (Strahlteiler arbeiten nicht ganz effektiv und so gelangt ein geringer 
Teil des im Präparat reflektierten Anregungslichts in Richtung Okular) absorbiert (aus: [150] modifiziert 
nach Bruns). 
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2 Zielsetzung der Arbeit 
Die Forschungsbemühungen für das Pankreaskarzinom des letzten Jahrzehnts 
konzentrierten sich besonders auf die Interaktionen von Zellen, Wachstumsfaktoren 
und Signalkaskaden des Tumormikromilieus sowie deren Bedeutung für die 
Karzinogenese. Dabei lag der Fokus im Besonderen auf der Tumorentstehung und 
dem -wachstum, der Migration sowie der Angiogenese und Metastasierung des 
Pankreaskarzinoms. Hierbei scheinen VEGF und die Mikrogefäßdichte (MVD) eine 
hohe Bedeutung bei der Entstehung und für die Prognose des Pankreaskarzinoms 
zu haben. Auch der Einfluss durch chronische Stressoren, ob nun psychologische 
oder physiologische, trägt entscheidend zur Tumorentstehung und zum -progress mit 
einhergehender schlechter Prognose bei.  
In den zurückliegenden Arbeiten unserer chirurgisch-onkologischen 
Arbeitsgemeinschaft konnte der Einfluss sowohl von VEGF als auch von 
chronischem Stress auf die Karzinogenese in vitro auf zellulärer Ebene gezeigt 
werden. Mit der in dieser Arbeit neu etablierten intravitalmikroskopischen 
Untersuchung sollte ein neues Mittel zur Betrachtung der Mikrogefäßdichte, als 
Ausdruck der Angiogenese und des Tumorprogresses, in vivo erschlossen werden. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte im ersten Schritt eine Methode zur in vivo 
mikroskopischen / intravitalmikroskopischen Untersuchung am murinen orthotopen 
syngenen Pankreaskarzinom entwickelt werden. Im nächsten Schritt sollte der 
Einfluss chronischen Stresses auf die Angiogenese, gemessen mit der 
Mikrogefäßdichte durch die Intravitalmikroskopie, und auf das Tumorwachstum, 
gemessen durch ein Kleintier-MRT, untersucht werden.  
Die Zielsetzung dieser Arbeit war es, den Effekt chronischen Stresses auf die 
Angiogenese und damit auf das Tumorwachstum in vivo zu untersuchen und zu 
zeigen, dass chronischer Stress einen negativen Einfluss (i. S. einer erhöhten 
Mikrogefäßdichte und eines erhöhten Tumorwachstums) auf die Prognose des 
murinen orthotopen syngenen Pankreaskarzinoms der Zelllinie 6606-PDA haben 
könnte.  
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3 Material und Methoden 
3.1 Materialien 
3.1.1 Chemikalien und Reagenzien 
 Aqua destillata    Delta Select, Pfullingen 
 Desinfektionsmittel Sterilium   BODE Chemie GmbH, Hamburg 
 Ethanol 70 %     Carl Roth, Karlsruhe 
 Growth Factor Reduced BD -  BD Biosciences, Bedford, USA 
 Matrigel™ Matrix  
 Isotonische Natriumchlorid-  Berlin-Chemie, Berlin 
lösung 0,9 %  
Ketanest S 25mg/ml   Pfizer, Berlin 
 Phosphate Buffered Saline (PBS) PAA, Pasching, Österreich 
 Rompun 2%ige Injektionslösung  Bayer, Leverkusen 
 Terralin®Liquid    Schülke und Mayr, Norderstedt 
 Trypanblau-Lösung    Gibco cell culture, Karlsruhe 
 Trypsin-EDTA    Gibco cell culture, Karlsruhe 
3.1.2 Zellkulturmedium 
 Dulbecco’s Modified Eagle Medium Gibco cell culture, Karlsruhe 
 Fetales Bovines Serum    PAN Biotech GmbH, Aidenbach 
  Penicillin/Streptomycin   Gibco cell culture, Karlsruhe 
3.1.3 Zelllinie 
 Murine Zelllinie 6606-PDA   David Tuveson, Cold Spring Harbor, 
       USA 
3.1.4 Kontrastmittel 
 FITC-Dextran (bovines) (5 %)  Sigma Aldrich GmbH, Steinheim 
 
 




 Aluminiumfolie    Handelsüblich 
 Bepanthen®- Augensalbe   Bayer Vital GmbH, Leverkusen,  
 Crème     Penaten® 
 Deckglas     Menzel Gläser, Braunschweig 
Drucktransducer (1DT-XX-1)  Safedraw®, BD, Singapur 
Einmalkanülen (20G, 26G, 27G)  NEOJECT®, Dispomed Witt oHG,  
Gelnhausen 
Einmalspritze (1ml)    BD Plastipak™, Heidelberg 
Einmalspritzen (2ml, 5ml, 10ml)  BD Discardit™ II, Heidelberg 
Einmalspritze Omnican® F (1ml)  B/Braun, Melsungen 
Falcongefäß (15ml)    Sarstedt, Nümbrecht 
Falcongefäß (50ml)    BD, Heidelberg 
 Flüssigkleber    UHU GmbH & Co KG., Bühl 
 Glasabsaugpipette    VWR, Wien, Österreich 
 Hamiltonspritze (25µl)   Hamilton, Reno, NV, USA 
 Kulturschalen (10cm)   Greiner, Frickenhausen 
 Mullkompressen Gazin® (5 x 5 cm²)  Lohmann & Rauscher, Neuwied 
 Neubauer Zählkammer   Braun, Melsungen 
 Objektträger (76 x 26 mm²)  Wilke, Hamburg 
 Perfusorleitung Injectomat Line   Fresenius Kabi GmbH, Bad Homburg 
 Perfusorspritze OPS (50ml)   Luer Lock B/Braun, Melsungen 
 Pflasterstreifen Leukoplast Hospital BSN medical GmbH, Hamburg 
 Pipetten Research® und Research Eppendorf, Hamburg 
 plus® (100µl, 200µl, 1000µl) 
 Pipettenspitzen    Sarstedt, Nümbrecht 
 Pipettierhilfe Pipetboy   Hirschmann, Eberstadt 
 Polyestergarn     Coats Duet, Salach 
Portexschlauch Non sterile  SIMS Portex London, England 
- 0,28mm ID/0,61mm OD 
- 0,58mm ID/0,96mm OD 
- 0,75mm ID/1,22mm OD 
Reaktionsgefäß    Eppendorf, Hamburg 
Venenverweilkanüle 26G    BD Vasculon ™ Plus, Heidelberg 
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 Vicryl 4/0 = Polyester weiß DS16 4/0   Catgut GmbH, Markneukirchen 
 Videokassette (240min)   FujiFilm, Düsseldorf 
 Wattestäbchen    Care & Serve, WIROS GmbH, Willich  
3.1.6 Instrumente/chirurgisches Besteck 
 Gefäßweiter      Selbstherstellung aus 27G Kanüle 
 Mikro Federschere     aesculap® B/Braun, Melsungen 
 Mikro Pinzette     aesculap® B/Braun, Melsungen 
 Mikro Pinzette micro 2000   medicon instruments, Tuttlingen 
  Mikro Gefäßklemme   medicon instruments, Tuttlingen 
 Nadelhalter     aesculap® B/Braun, Melsungen 
OP-Klemme     Roth, Karlsruhe 
Pinzette, anatomisch   Roth, Karlsruhe 
Pinzette, chirurgisch   Roth, Karlsruhe 
Pinzette spitz    Roth, Karlsruhe 
 Pinzette stumpf    Roth, Karlsruhe 
Schere gebogen     aesculap® B/Braun, Melsungen 
Schere, Wagner Schere fein  medicon instruments, Tuttlingen 
3.1.7 Laborgeräte 
 Additive Technik zur IVM   siehe unter Punkt 3.2.5.4.4 
 Brutschrank     Heraeus Holding GmbH, Hanau 
 Digitalkamera PowerShot SX40HS Canon Deutschland GmbH, Krefeld 
 Haushaltswaage    Soehnle, Leifheit AG, Nassau/Lahn 
 Intensivmonitorsystem HP   Hewlett Packard, Model66S,  
       Böblingen 
 Lampe Novaflex    World Precision Instruments,  
       Sarasota, FL, USA 
Mikroskop     World Precision Instruments,  
      Sarasota, FL, USA 
Mikroskop     Zeiss, Jena   
Monitor Ikegami    Ikegami Electronics®, Maywood, USA 
Perfusor secura FT     Braun, Melsungen, Deutschland 
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Personalcomputer mit Software   Handelsüblich 
CapImage  
Reagenzglasschüttler Vortex VF 2 Jahnke & Kunkel, Staufen 
Sicherheitsabsaugpumpe   HLC Laborgeräte, München 
Sterilwerkbank HeraSafe   Heraeus, Hanau 
Sterilisator     Memmert, Schwabach 
 Stressanlage    Selbstbau, Bernstorff/Partecke et al. 
Temperaturmesssonde (rektal)  Mallinckrodt Medical Incorp.,  
       Hazelwood, MO, USA 
Videorekorder Sony-DV-Recorder Sony Europe Limited, Berlin 
Wasserbad     GFL, Großburgwedel 
Wärme-/Heizunterlage   ThermoLux, Witte & Sutor, Murrhardt 
Zentrifuge, Eppendorf   Eppendorf, Hamburg 
 Zentrifuge, Labofuge I   Heraeus, Hanau 
3.1.8 Software 
 CapImage     Firma Zeintel, Heidelberg 
 GraphPad Prism (Version 5.01)  GraphPad Software, San Diego, USA 
 Microsoft Excel & Word   Microsoft Corporation, Redmond, 
       Washington, USA 
 MIPAV (medical imaging proces-  Center for Information Technology, 
 sing and visualisation)   National Institutes of Health, 
       Bethesda, Maryland, USA  
3.1.9 Kleintier-MRT 
 7 Tesla MRT für Kleintiere   Bruker, ClinScan, 7,0Tesla, 290m 
       Tesla/m Gradienten Stärke, Ettlingen 
 Ganzkörper-Maus-Spule    Bruker, Ettlingen 
 
 





Die Tierversuche wurden gemäß dem deutschen Tierschutzgesetz vor der 
Durchführung von der zuständigen Behörde, dem Landesveterinäramt und dem 
Lebensmitteluntersuchungsamt Mecklenburg-Vorpommern mit dem Aktenzeichen 
LALLF M-V/TSD/7221.3-2.4-031/08 genehmigt. Die Versuchsreihe wurde sowohl im 
Biotechnikum in der Walther-Rathenau-Straße, Greifswald, das durch die Universität 
Greifswald angemietet wird, als auch im Forschungslabor der Klinik für 
Anästhesiologie und Intensivmedizin der Universität Greifswald durchgeführt. 
3.2.2 Tiere und Tierhaltung 
Als Versuchstiere wurden C57BL/6N Mäuse verwendet. Diese wurden von Charles 
River Laboratories, Research Models and Services, Germany GmbH in Bad Sulzfeld, 
Deutschland bezogen. Die Versuchstiere waren bei der Durchführung der Versuche 
ca. 8 Wochen alt, weiblich und wogen ca. 20g. Die Tierhaltung erfolgte bei 12-
stündigem Hell-Dunkel-Rhythmus in den dafür vorgesehenen Käfigen 
(Makrolonkäfige, Ehret GmbH, Emmendingen, Deutschland) in Gruppengrößen von 
sechs bis sieben Tieren pro Käfig. Ausgestattet wurde der Käfig mit 200g Einstreu 
(Lignocel®, Naturholzfasern), M-Z Extrudient (Alleinfutter für Mäuse in pelletierter 
Form; ssniff Spezialdiäten GmbH) und Wasser. Der freie Zugang zur Nahrung und 
zum Wasser war jederzeit gewährleistet. Gehalten wurden die Versuchstiere im 
Biotechnikum in der Walther-Rathenau-Straße, Greifswald. Vor der Durchführung der 
Experimente wurden die Versuchstiere eine Woche lang unter gleichen 
Rahmenbedingungen im Tierstall eingewöhnt, sodass gleiche Versuchsbedingungen 
gewährleistet waren.  
 
Die Versuchstiere wurden randomisiert in folgende vier Gruppen mit jeweils sieben 
Versuchstieren je Gruppe eingeteilt: 
 1. Gruppe: Versuchs-/Stressgruppe mit 4 Wochen Stress 
 2. Gruppe: Kontrollgruppe 4 Wochen 
 3. Gruppe: Versuchs-/Stressgruppe mit 6 Wochen Stress 
 4. Gruppe: Kontrollgruppe 6 Wochen. 
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Die Versuchs-/Stress- und die Kontrollgruppen wurden voneinander getrennt in zwei 
gesonderten Räumen gehalten. Alle Versuchstiere wurden wöchentlich gewogen. 
Die nähere Beschreibung bzw. Erläuterung der vier Gruppen erfolgt unter Punkt 
3.2.5.2 Das physische Stressmodell. Alle Tierversuche wurden unter Einhaltung des 
deutschen Tierschutzgesetzes durchgeführt. 
3.2.3 Das Versuchsmodell  
Der Versuchsablauf gliederte sich in drei Schritte mit einem Zwischenschritt für die 
Gruppen eins und zwei und einem extra Endschritt für die Gruppen drei und vier.  
Der Versuchsablauf gliederte sich wie folgt (siehe Abb. 4):  
Der erste Schritt des Versuchsablaufs befasste sich mit der orthotopen syngenen 
Pankreaskarzinominduktion in dem Versuchstier. Zuerst erhielt das Versuchstier eine 
Narkose und anschließend wurden dem Versuchstier in einer Operation 
Pankreaskarzinomzellen der murinen Zelllinie 6606-PDA in den Pankreaskopf 
injiziert, sodass im Verlauf ein murines orthotopes syngenes Pankreaskarzinom 
entstehen konnte (siehe Punkt 3.2.5.1). 
Im zweiten Schritt des Versuchsablaufs wurden die Gruppen eins und drei unter 
Stress gesetzt. Hierbei wurden die Versuchstiere entweder vier oder sechs Wochen 
zweimal täglich über eine vorgegebene Zeit lang akustischen und räumlichen 
Stressfaktoren ausgesetzt (siehe Punkt 3.2.5.2). 
In einem Zwischenschritt für die Gruppen eins und zwei wurde eine MRT-
Untersuchung durchgeführt (siehe Punkt 3.2.5.3). 
Im dritten Schritt des Versuchsablaufs wurde bei allen Gruppen die 
Intravitalmikroskopie durchgeführt (siehe Punkt 3.2.5.4.5). Nach erfolgter 
Intravitalmikroskopie wurde bei den Gruppen drei und vier das Pankreaskarzinom 
heraus präpariert und vermessen (siehe Punkt 3.2.5.5). 






3.2.4 Zellbiologische Methode 
Sämtliche Arbeiten wurden an einer sterilen Werkbank durchgeführt. Alle für die 
Zellkultur benötigten Materialien waren steril verpackte Einmalartikel. 
3.2.4.1 Zellkultur 
Als Zellreihe für die Versuchsreihe dienten die Pankreaskarzinomzellen der murinen 
Zelllinie 6606-PDA [151]. Die Zellen der murinen Zelllinie 6606-PDA wurden initial 
aliquotiert und in einem adäquaten Kulturmedium, versetzt mit dem Kälteschutzmittel 
Dimethylsulfoxid (DMSO), kryokonserviert. Die Lagerung der Zellsuspension erfolgte 
in Röhrchen aus Polypropylen bei -80°C. Bei Bedarf wurden die Zellen aufgetaut und 
in Kultur genommen. Die Kultivierung der Zellen erfolgte in einem Brutschrank bei 37 
°C, 5 % CO2 und 95 % Luftfeuchtigkeit.  
3.2.4.2 Herstellung des Kulturmediums 
Zur Kultivierung der adhärent wachsenden Zellkultur wurde ein Gemisch aus 500 ml 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) und 50 ml fetalem Kälberserum 
(entspricht 10 %) sowie 5 ml PenStrep (entspricht Penicillin 100 U/ml und 
Streptomycin 100µg/ml) benötigt.   
C57BL/6N Maus mit ortho- 
topem Pankreaskarzinom  
 
 
2. Schritt: Stressapplikation 
(nur Stressgruppen für  
4 oder 6 Wochen) 













 6 Wochen-Gruppen 
1. Schritt: 6606-PDA  
Zellimplantation zur  
Tumorinduktion 
Abb. 4: Schematische Darstellung des Versuchsablaufs 
 Kapitel 3: Material und Methoden 
38 
 
3.2.4.3 Herstellung der Trypsinlösung  
Bei diesem Arbeitsschritt wurden 30 ml  Phosphate Buffered Saline (PBS) mit 15 ml 
Trypsin vermischt. 
3.2.4.4 Passagieren der Zellen 
Zuerst wurde das auf der Zellkulturplatte verbliebene Medium mittels einer 
Glasküvette abgesaugt. Für die Zellpassage wurden die konfluent gewachsenen 
Zellen einmalig mit 10 ml PBS gewaschen. Danach wurde wiederum abgesaugt. 
Anschließend wurden die Zellen mit 1 ml der hergestellten Trypsinlösung versetzt, 
leicht geschwenkt und für 5 Minuten im Zellkulturschrank inkubiert.  
Das Lösen der Zellen von der Zellkulturschale erfolgte einerseits durch leichtes 
Klopfen und andererseits durch Zugabe von 5 ml Kulturmedium. Nachdem durch 
mehrmaliges Auf- und Abpipettieren die Zellen komplett gelöst worden waren, wurde 
die Zellsuspension in ein 15 ml Sarstedtröhrchen überführt. Zur vollständigen 
Entfernung der Trypsinlösung wurden die Zellen bei Raumtemperatur drei Minuten 
schonend mit 310 x g zentrifugiert.  
Der so entstandene Überstand wurde abpipettiert und verworfen. Das im 
Sarstedtröhrchen verbliebene Zellpellet wurde mit 10 ml Kulturmedium gründlich 
resuspendiert und vereinzelt. Von der so entstandenen Zellsuspension wurde 1 ml 
mit 10 ml Kulturmedium in einer neuen Zellkulturschale (ca. 10 cm) versetzt. So 
wurden die Zellen in einer 1:10 Verdünnung ausgesät.  
Die Zellpassage erfolgte alle 7 Tage und in Vorbereitung auf die Operation zur 
Tumorzellinjektion. Die Zellen der Zellkultur wurden regelmäßig auf Mykoplasmen 
untersucht und waren regelmäßig negativ.  
3.2.5 Methode in vivo 
3.2.5.1 Zellinjektion in den Pankreaskopf 
In diesem Arbeitsschritt wurden die Zellen der murinen Zelllinie 6606-PDA in den 
Pankreaskopf des Versuchstieres injiziert, um so ein murines orthotopes 
Pankreaskarzinom entstehen zu lassen.  
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3.2.5.1.1 Vorbereitung der Zellen/Zellzählung 
Die Vorbereitung der Zellen erfolgte bis zur Herstellung der Zellsuspension identisch 
wie unter Punkt 3.2.4.4 beschrieben.  
Die Bestimmung der Zellzahl erfolgte mithilfe einer Neubauer Zählkammer. Die 
Zellen wurden gewaschen, von der Zellkulturschale abgelöst, zentrifugiert und in 
DMEM Nährmedium resuspendiert. Zur Unterscheidung der vitalen von avitalen 
Zellen wurden die Zellen, entsprechend der Herstellerangaben, mit Trypanblau 
versetzt und ausgezählt. Während vitale Zellen in der Lage waren den Farbstoff 
auszuschließen und im mikroskopischen Bild hell erschienen, nahmen tote Zellen 
Trypanblau auf und waren tiefblau gefärbt. 
Es wurden 10 µl der Zellsuspension mit 10 µl Trypanblau-Lösung versetzt. Danach 
wurde das Gemisch etwa fünf Minuten lang bei Raumtemperatur inkubiert und zum 
Füllen einer Neubauer Zählkammer verwendet. Grundsätzlich wurden mindestens 
vier Großquadrate ausgezählt. 
Die Zelldichte berechnete sich nach folgender Formel: 
 
 Zelldichte (Zellen/ml) = (Zellzahl/Zahl der Großquadrate) x 2 x 104 ml-1 
 
Anschließend konnte, durch Aufkonzentrierung oder Verdünnung mit serumhaltigem 
Kulturmedium, die gewünschte spezifische Zellkonzentration der Suspension erreicht 
werden. Für die Tumorinduktion wurde eine Konzentration von 2 Millionen Zellen pro 
1 ml benötigt. Diese Zielkonzentration wurde davor im Rahmen der Etablierung des 
Tumormodells für die Induktion des Pankreaskarzinoms bei mehreren Arbeiten 
genutzt. Es zeigte sich stets ein Anteil vitaler Zellen von mehr als 95 %. 
3.2.5.1.2 Anästhesie 
Zur Narkotisierung der Versuchstiere wurde eine Injektionslösung aus 0,5 ml  
Rompun (2 %), 4 ml Ketanest (25 mg/ml) und 5,5 ml Natriumchloridlösung (0,9 %) 
frisch hergestellt und 10 µl/g Körpergewicht intraperitoneal injiziert. Ungefähr 5 
Minuten nach der Injektion wurde die Narkosetiefe durch Setzen eines 
Schmerzreizes an den Vorderpfoten überprüft und bei weiterhin bestehender 
Schmerzempfindlichkeit durch eine Gabe von 0,1 ml vertieft.  
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3.2.5.1.3 Vorbereitung der Operation 
Das Versuchstier wurde entsprechend seinem Gewicht intraperitoneal narkotisiert. In 
der Zwischenzeit wurden die vorbereiteten Zellen drei Minuten lang bei 1000 x g 
zentrifugiert. Danach wurde der Überstand abgenommen und das Zellpellet mit 80 µl 
PBS und 80 µl des auf Eis gelagerten Matrigels versetzt und vorsichtig, sodass sich 
kein Schaum bildete, resuspendiert. Die 2 Millionen Zellen waren nun in 160 µl Zell-
Matrigel-Suspension aufgelöst. In einem nächsten Schritt wurden 20 µl des 
Gemisches auf eine Hamiltonspritze aufgezogen und sowohl die Hamiltonspritze als 
auch die verbliebene Restsuspension auf Eis gelagert. In der Hamiltonspritze 
befanden sich nun 250.000 Zellen, die in den Pankreaskopf des Versuchstieres 
injiziert werden konnten. 
3.2.5.1.4 Durchführung der Operation 
Im narkotisierten Zustand wurde das Versuchstier rücklings für die Operation auf 
einer Styroporplatte an den Vorder- und Hinterläufen fixiert. Das Bauchfell wurde mit 
70%igem Ethanol desinfiziert und mit einem Tupfer glatt gestrichen, um zu 
vermeiden, dass Haare in die Bauchhöhle gelangten. Die desinfizierte Bauchhaut 
wurde mit einer Pinzette leicht angehoben, um die folgende Inzision der Haut zu 
erleichtern. Die Haut und analog die darunter liegende Muskelfaszie wurden am 
Abdomen des Versuchstieres im rechten Oberbauch transversal unter Vermeidung 
von Blutungen mit einem 1 cm langen Schnitt inzidiert. 
Mittels eines Wattestäbchens wurde das Duodenum bzw. das duodenale „C“ 
aufgesucht, nach extrakorporal verlagert und anschließend fixiert. Es erfolgte die 
Injektion von 20 µl der auf Eis gelagerten Zell-Matrigel-Suspension in den 
Pankreaskopf. Nach der Injektion wurde die eventuell verbliebene freie Suspension 
um die Injektionsstelle mit einem Wattetupfer entfernt, um somit eine 
Tumorentstehung an anderer Stelle zu vermeiden. Das Matrigel wurde dazu 
verwendet, die Tumorzellen im Pankreaskopf zu fixieren. Es ist bei niedrigen 
Temperaturen flüssig, härtet jedoch bei höheren Temperaturen, wie z. B. der 
Körpertemperatur des Versuchstieres, schnell aus. Somit wurde gewährleistet, dass 
die Tumorzellen im Pankreaskopf verblieben und nicht an der Punktionsstelle am 
Pankreaskopf austraten und hier oder an anderer Stelle der Peritonealhöhle einen 
Tumor induzierten. 
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In einem weiteren Schritt wurden das duodenale „C“ und das Pankreas reponiert und 
ca. 0,5 ml 0,9%iger Natriumchloridlösung in die Bauchhöhle injiziert, um den 
Flüssigkeitsverlust während der Operation auszugleichen. Die Wunde wurde 
fortlaufend mit einem 4/0 Polyesterfaden vernäht, sodass sowohl Peritoneum als 
auch Muskulatur und Haut gut verschlossen waren. 
3.2.5.1.5 Schmerztherapie 
Alle Versuchstiere erhielten postoperativ eine einmalige Schmerztherapie mit 
Buprenorphin 0,1 mg/kg Körpergewicht i.m. und wurden zur Stabilisierung der 
Körpertemperatur postoperativ auf einem mit 37°C warmen Wasser gefüllten 
Latexhandschuh gelagert. Die postoperative Überwachung der Versuchstiere wurde 
dokumentiert. 
3.2.5.2 Das Stressmodell  
Die Versuchstiere wurden nach der Tumorimplantation in folgende vier Gruppen 
randomisiert: 
 
 1. Gruppe: Versuchs-/Stressgruppe mit 4 Wochen Stress 
 2. Gruppe: Kontrollgruppe 4 Wochen 
 3. Gruppe: Versuchs-/Stressgruppe mit 6 Wochen Stress 
 4. Gruppe: Kontrollgruppe 6 Wochen. 
 
Die Stress- und die Kontrollgruppen wurden voneinander getrennt in zwei separaten 
Räumen gehalten.  
Die Kontrollgruppen wurden keinem Stress ausgesetzt und wurden durch die 
gesonderte Haltung nicht vom Stressmodell beeinflusst. Die Versuchstiere der 
Kontrollgruppen wurden vier oder sechs Wochen in den Käfigen gehalten und 
anschließend in vivo mikroskopiert.  
Die Stressgruppen jedoch wurden zweimal täglich (morgens und abends) für jeweils 
zwei Stunden akustischem und räumlichem Engestress ausgesetzt. Dabei wurde 
eine Vorgehensweise verwendet, die auch schon in anderen Versuchsreihen 
erfolgreich durchgeführt wurde:  
Hierbei wurden die Versuchstiere wiederholter, intermittierender akustischer 
Belastung und Bewegungseinschränkung ausgesetzt. Dazu wurden die 
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Versuchstiere in 50 ml große Zentrifugenröhrchen gesetzt. Die Spitzen der Röhrchen 
wurden für eine ausreichende Belüftung mehrmals perforiert und für den Schwanz 
wurde der Deckel mit einem entsprechend standardisierten Loch versehen. In diesen 
Röhrchen konnten sich die Versuchstiere in einem begrenzten Umfang vor- und 
zurückbewegen. Allerdings war ein Umdrehen nicht möglich. Die Röhrchen mit den 
Versuchstieren wurden horizontal in ein selbstgebautes Styroporgestell gesetzt. Eine 
Schallquelle, die ca. 30 cm von dem Gestell entfernt aufgestellt wurde, erzeugte 
intermittierend randomisierte Schallwellen mit Frequenzen von 15 – 25 Hz und 
Schalldruckpegeln zwischen 50 – 85 dB. Nach den einzelnen Stresssitzungen 
wurden die Versuchstiere wieder frei gelassen, in die Käfige zurückverbracht und die 
Schallquelle wurde ausgeschaltet. 
Nachdem die Versuchstiere auf diese Weise vier oder sechs Wochen gestresst 
wurden, konnten sie danach ebenfalls in vivo mikroskopiert werden. 
3.2.5.3 Bestimmung des Tumorvolumens der beiden 4 Wochengruppen  
3.2.5.3.1 Durchführung der MRT Untersuchung 
Die Versuchstiere der Gruppen eins und zwei (Stress- und Kontrollgruppe) wurden 
vier Wochen nach der Tumorzellinjektion und vor der intravitalmikroskopischen 
Untersuchung mittels Kleintier-MRT  untersucht, um die Größe der Tumoren mittels 
MRT volumetrieren zu können.  
Um während der MRT-Untersuchung die störende Darmmotilität zu reduzieren, 
wurden die Versuchstiere vier Stunden vor der Untersuchung nüchtern belassen. 
Zum Transport der Tiere innerhalb des Biotechnikums vom Tierstall in das MRT 
wurden spezielle Transportboxen verwendet. Für die Vorbereitung der etwa 25- bis 
30-minütigen Untersuchung im Kleintier-MRT wurden die Tiere mit 1 % - 1,5 % 
Isofluran über ein spezielles Veterinärnarkosesystem narkotisiert sowie gleichzeitig 
mit hochkonzentriertem Sauerstoff versorgt. Sobald die Tiere ausreichend tief 
narkotisiert waren, wurden sie in Bauchlage auf dem MRT-Schlitten platziert und die 
Augen durch einen Tropfen Bepanthen®-Augen- und Nasensalbe vor dem 
Austrocknen geschützt. Durch den Einsatz eines Atempads wurde die Atmung der 
Tiere sowohl während der Vorbereitung als auch bei der eigentlichen MRT-
Untersuchung permanent überwacht und die Narkosetiefe mit Hilfe der Atemfrequenz 
gesteuert. Zur Minimierung von Bewegungsartefakten wurde eine Atemfrequenz von 
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30 bis 40/min vorgegeben und es erfolgte eine respirationsausgelöste 
Sequenzakquise.  
Die Untersuchung selbst wurde in einem 7 Tesla MRT für Kleintiere durchgeführt. Die 
Bildgebung erfolgte in einer Ganzkörper-Maus-Spule, einer Volumen-Spule, die die 
Bildgebung einer ganzen Maus ohne die Erzeugung von Inhomogenitäten erlaubte. 
Nach 2 Lokalisationssequenzen, die der Orientierung im Versuchstier und der 
Lokalisation in X, Y und Z Ebene dienten, wurde ein FoV (Field of View) definiert, 
welches den kranialen Teil der unteren Extremität, das komplette Abdomen und den 
kaudalen Teil beider Lungenflügel umfasste. Zur Messung wurde zunächst eine 
hochauflösende, T2-gewichtete, koronare Sequenz [(TR (repetition time): 1200 ms; 
TE (echo time): 41,0 ms; FA (flip angle): 180°; FoV (field of view): 42 mm × 42 mm; 
FoV Phase: 100 %; Matrix: 240 × 320; 12 Schichten mit 0,7 mm Schichtdicke; 
Akquisitionszeit: ca. 15 min)] durchgeführt. Dann erfolgte eine weitere T2-gewichtete 
Sequenz in transversaler Ebene [(TR (repetition time): 1250 ms; TE (echo time): 41 
ms; FA (flip angle): 180°; FoV (Field of view): 40 mm × 40 mm; FoV Phase: 100 %; 
Matrix: 240 × 320; 35 Schichten mit 0,7 mm Schichtdicke;  Akquisitionszeit:  ca.  
10min)].  
Nach Beendigung der Untersuchung wurden die Versuchstiere zunächst zur 
schnelleren Erholung unter eine Rotlichtlampe in einen Einzelkäfig gelegt. Sobald sie 
wieder liefen, wurden sie zu den anderen Versuchstieren in ihren ursprünglichen 
Käfig zurückverbracht.  
3.2.5.3.2 Bestimmung des Tumorvolumens 
Die so entstandenen Daten wurden mit dem Programm MIPAV (medical imaging 
processing and visualisation) bearbeitet und einfach verblindet zu einem späteren 
Zeitpunkt ausgewertet. Der Tumor wurde zwecks Volumetrie mittels sogenannter 
Interessenregionen („Region of Interest“ (ROI)) in jeder transversalen MRT-Schicht 
markiert (siehe Abbilungen 21 - 24). Das Programm konnte mit einem speziellen 
Algorithmus, der die markierten Größen der ROIs sowie die Dicke der Tumorschnitte 
berücksichtigte, das Volumen des Tumors bestimmen [alle markierten ROIs ergaben 
durch Interpolation der Flächen (mittels Software, basierend auf einer kubischen 
Parabelfunktion mit geeigneten Koeffizienten (aix3 + bix2 +cix + d)), das gesuchte 
Volumen]. 
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Satellitentumoren wurden als Teil des Tumors angesehen, wenn sie eine 
kontinuierliche Verbindung zum Primärtumor besaßen. Metastasen und sekundäre 
Tumoren wurden von der Messung ausgeschlossen. Die Tumorgrenzen bzw. die 
Ausdehnung des Tumors konnte auf den Bildern auch ohne Kontrastmittel 
identifiziert werden, da der Tumor eine charakteristische Form sowie eine eindeutige 
Erscheinung hatte. Zeigten sich jedoch während der Auswertung schwierige 
Sachverhalte oder schwer zu beurteilende Bilder, so wurden diese Befunde mit 
weiteren Radiologen besprochen. Das gemessene Volumen des Tumors wurde in 
mm³ angegeben.  
 
3.2.5.4 Der intravitalmikroskopische Untersuchungsablauf 
Der Ablauf der Intravitalmikroskopie war für alle Gruppen identisch. Der vollständige 
intravitalmikroskopische Untersuchungsablauf teilte sich in mehrere Schritte (Abb. 5).  
 
 
Nach der Narkosegabe erhielt das Versuchstier zunächst einen venösen Zugang in 
eine Schwanzvene. Anschließend wurde eine rektale Sonde zur Temperaturmessung 
gelegt.  
Als nächstes wurde der Bauchraum eröffnet, um das Pankreaskarzinom darstellen zu 
können. Bei diesem sehr kurzgehaltenen Schritt, der lediglich der Übersicht diente, 
wurde gleichzeitig darauf geachtet, dass der Tumor ein orthotopes Wachstum 
















Abb. 5: Schematisches Ablaufdiagramm zur Vorbereitung und Durchführung der IVM 
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Versuchstier ein solcher  Narbentumor darstellte und kein Pankreastumor erkennbar 
war, wurde dieses Versuchstier aus der Versuchsreihe ausgeschlossen.  
Nach der Präparation des Bauchraumes wurde dieser zunächst vorläufig wieder 
geschlossen und eine weitere Präparation, die das Legen des arteriellen Katheters in 
die Arteria carotis communis (A.c.c.) beinhaltete, durchgeführt. Der Katheter wurde 
für das Monitoring der Vitalparameter während der Intravitalmikroskopie benötigt. 
Nach der ersten Messung der Vitalparameter und einer kurzen Ruhephase wurden 
dem Versuchstier 15 Minuten vor Beginn des Mikroskopierens über den venösen 
Zugang an der Schwanzvene 1ml/kg-Körpergewicht bovines FITC-Dextran 5 % als 
Kontrastmittel intravenös verabreicht. Der Bauchraum wurde nun komplett eröffnet. 
Die Mikroskopierphase dauerte maximal 45 Minuten. Nach Abschluss der 
Untersuchung wurde das Versuchstier getötet. 
3.2.5.4.1 Narkose 
Die Narkoseeinleitung erfolgte mit einer Injektionslösung aus 0,5 ml Rompun (2 %), 4 
ml Ketanest (25 mg/ml) und 5,5 ml Natriumchloridlösung (0,9 %) frisch hergestellt 
und in einer Dosis von 10 µl/g Körpergewicht, die intraperitoneal injiziert wurde. 
Ungefähr fünf Minuten nach der Injektion wurde die Narkosetiefe durch Setzen eines 
Schmerzreizes an den Vorderpfoten überprüft und, bei weiterhin bestehender 
Schmerzempfindlichkeit, durch die Gabe von 0,1 ml nochmals vertieft. Etwa 5 bis 10 
Minuten nach Narkosebeginn war die gewünschte Narkosetiefe erreicht, und es 
konnte mit der Präparation begonnen werden. Die Narkoseaufrechterhaltung konnte 
bei unzureichender Narkosetiefe erneut intraperitoneal in einer Dosis von 4 µl/g 
Körpergewicht fortgeführt werden. Die Narkosetiefe wurde regelmäßig durch das 
Setzen eines Schmerzreizes an den Hinterpfoten und anhand der 
Vitalparameterüberwachung orientierend geprüft. Wenn der Schmerzreiz auslösbar 
war und die Atemfrequenz sowie die Herzfrequenz anstiegen, war die Narkosetiefe 
nicht ausreichend. Dann erfolgte eine erneute Gabe des Narkosemittels.  
Zur Sicherung der Atemwege des Versuchstieres wurde um die vorderen Nagezähne 
eine Schlaufe gelegt und mit Hilfe dieser Schlaufe der Kopf so rekliniert, dass das 
Versuchstier sicher spontan die Raumluft atmen konnte. 
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3.2.5.4.2 Vorbereitende Präparationen 
Das narkotisierte Versuchstier wurde in Rückenlage auf einer abnehmbaren Platte 
des Intravitalmikroskopie-Untersuchungstisches fixiert. Diese Platte wurde auf einer 
speziellen Heizplatte gelagert, um das Versuchstier vor einer Auskühlung zu 
schützen.  
Im ersten Schritt wurde eine der Schwanzvenen des Versuchstieres mit einer 
Venenverweilkanüle 26G punktiert und danach entsprechend fixiert. Über diese Form 
des Zugangs konnte im späteren Verlauf des Versuches das Kontrastmittel appliziert 
werden. Es durften bei der Kontrastmittelgabe keine Luftblasen mit appliziert werden, 
um eine Luftembolie, die schon bei geringsten Luftvolumina auftreten konnte, zu 
verhindern. Hierzu wurde mit einer 2 ml großen Einmalspritze, die mit isotoner 
0,9%iger Natriumchloridlösung gefüllt war, mittels einer 26 G Einmalkanüle die 
Öffnung der Venenverweilkanüle mit Flüssigkeit gefüllt, sodass beim Aufsetzen der 
mit Kontrastmittel gefüllten Spritze keine Luftblasen in das Versuchstier appliziert 
wurden. Nach der Punktion der Schwanzvene wurde eine rektale Temperatursonde 
zur Messung der Körpertemperatur gelegt. 
Im zweiten Schritt wurde das Versuchstier laparotomiert. Hierbei wurde das Bauchfell 
mit 70%igem Ethanol desinfiziert und mit einem Tupfer glatt gestrichen, um zu 
vermeiden, dass Haare in die Bauchhöhle gelangten. Die desinfizierte Bauchhaut 
wurde mit einer Pinzette leicht angehoben, um die folgende Inzision der Haut zu 
erleichtern. Die Haut und analog die darunter liegende Muskelfaszie wurden am 
Abdomen des Versuchstieres im rechten Oberbauch transversal unter Vermeidung 
von Blutungen mit einem 1 cm langen Schnitt inzidiert. Mittels zweier Wattestäbchen 
wurde das Pankreas mit Karzinom aufgesucht, der Bauchraum kurz exploriert und 
anschließend wieder mit einem Polyesterfaden 4/0 an zwei Stellen leicht vernäht. Der 
Schnitt wurde zusätzlich steril abgedeckt und vor Austrocknung geschützt. Die 
explorative Laparotomie des Bauchraumes wurde durchgeführt, um eventuelle 
Ausschlusskriterien, wie z. B. einen Narbentumor, einen Tumor an anderer Stelle 
oder keinen vorhandenen Pankreastumor, schon zu Beginn des Versuches zu 
erkennen und das Versuchstier somit zeitig aus der Versuchsreihe ausschließen zu 
können.  
Im dritten Schritt erfolgte die Operation am Hals des Versuchstieres. Hierzu wurde 
das Fell des schon zuvor reklinierten Halses des Versuchstieres mit 70%igem 
Ethanol desinfiziert und mit einem Tupfer glatt gestrichen, um zu vermeiden, dass 
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Haare in das Operationsgebiet gelangten. Über eine etwa 1 cm lange kranio-kaudale 
Schnittführung am medialen Halsbereich erfolgte die Freilegung der Muskulatur und 
der Halsfaszien. Nun konnte unter Zuhilfenahme eines Mikroskops die größtenteils 
stumpfe Präparation erfolgen, um die Arteria carotis communis auffinden und 
anschließend darstellen zu können. Die Arteria carotis communis wiederum wurde 
stumpf freipräpariert und unter größter Vorsicht vom Nervus vagus getrennt, um bei 
der weiteren Präparation einen vagalen Reiz mit daraus resultierender 
Atemdepression zu vermeiden. Im nächsten Schritt wurde die Arterie distal weit nach 
kranial ligiert und proximal zum Herzen mit einer Mikrogefäßklemme abgeklemmt. In 
das nun prallgefüllte und gut darstellbare Gefäß wurde ein Katheter 
(Polyethylenkatheter [0,28 mm Innendurchmesser/ 0,61 mm Außendurchmesser]) 
unter Zuhilfenahme eines selbst gefertigten Gefäßerweiterers mittels Venae-sectio-
Technik in die Arterie eingelegt und mittels eines Polyestergarns am Gefäß fixiert. 
Die ausreichende Fixation erfolgte mit chirurgischem Nahtmaterial an der Haut des 
Versuchstieres. Der Anschluss des Portexschlauches erfolgte mittels  eines 
baugleichen Perfusors über ein invasives Blutdruckmesssystem (Drucktransducer) 
an das Intensivmonitorsystem. Das Operationsgebiet wurde nach Beendigung der 
Präparation steril abgedeckt und vor Austrocknung geschützt.  
3.2.5.4.3 Monitoring 
Somit konnte nach Abschluss der ca. 30-minütigen Präparationen über diesen in der 
Arteria carotis communis liegenden Katheter ein kontinuierliches Monitoring des 
mittleren arteriellen Blutdruckes (MAP) sowie der Herzfrequenz erfolgen. Die 
Temperatur des Versuchstieres konnte über eine im Rektum liegende 
Temperatursonde ebenfalls kontinuierlich über das Intensivmonitorsystem von 
Hewlett Packard überwacht werden.  
3.2.5.4.4 Additive Technik zur Durchführung der Intravitalmikroskopie 
Zur Durchführung der IVM wurden die folgenden zusätzlichen Geräte benötigt:  
- Epifluoreszenzmikroskop/Auflichtmikroskop (Axiotech vario 100 HD, Carl 
Zeiss, Jena) 
- Lichtquelle (HBO 50, Carl Zeiss, Jena) 
- Objektiv (Achroplan 20x / 0,5, Carl Zeiss, Jena) 
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- Filtersatz Nr. 10, Carl Zeiss (Anregung: BP 450 - 490nm; Frequenzteiler: 510; 
Emission: BP 515 - 565nm) für Beobachtungen mit FITC-Albumin 
- 6GS/W-CCD-Kamera, hochauflösend bei fluoreszierendem Licht (AVT-BC 12, 
AVT Horn, Aalen) 
- Videorecorder (NV-SV120, Panasonic, Matsushita, Tokio, Japan) 
- Monitor (PM 159, Ikegami, Maywood, USA) 
- Fluid Warming System (Hotline HL-90, Smith Medical, London, UK) 
Durch diese Konfiguration war eine 270-fache Vergrößerung des zu untersuchenden 
Gebietes möglich. 
3.2.5.4.5 Durchführung der Intravitalmikroskopie 
Nachdem die unter Punkt 3.2.5.4.2 beschriebenen Präparationen durchgeführt 
waren, erfolgte im nächsten Schritt die Umlagerung der Platte, auf der das 
Versuchstier bereits fixiert wurde, mit der Heizplatte auf den Untersuchungstisch für 
die Intravitalmikroskopie. Der Versuchsaufbau für den Ablauf der Intravitalmikoskopie 
wird in der Abbildung 6 schematisch dargestellt. 
 




Abb. 6: Schematischer Versuchsaufbau bei der IVM  
A) Das Versuchstier liegt unter dem Mikroskop auf einer Wärmematte. Die Vitalparameter können 
über den arteriellen Katheter und die Temperatursonde auf dem Biomonitor überwacht werden. Das 
Mikroskop ist nicht nur an einen Monitor, sondern auch an einen Videorekorder angeschlossen. 
B) Vergrößerung des schraffierten Bereiches aus A. Das ausgelagerte Pankreas mit Karzinom 
befindet sich auf dem Löffel. Das Deckglas bildet den Abschluss nach oben. Zwischen Deckglas und 
Objektiv befindet sich die Wasserimmersion (aus [152, 153]: modifiziert nach Bruns). 
 
Der Bauchraum des Versuchstieres wurde erneut eröffnet. Hierzu wurden die zwei 
zuvor gesetzten Nähte aufgetrennt und das Pankreas mit Karzinom mittels zweier 
Wattestäbchen nach extrakorporal verlagert. Das Pankreas konnte nun auf einer 
dafür vorgesehenen Haltevorrichtung des Tisches abgelegt werden. Diese 
Haltevorrichtung in Form eines Löffels diente einerseits dazu, das Pankreas nach 
extrakorporal zu verlagern und andererseits zur relativen Ruhigstellung des 
Mikroskopiergebietes. Das Pankreas konnte so bei Rückenlage des Versuchstieres 
atraumatisch aus der Bauchhöhle ausgelagert und spannungsfrei auf die von außen 
A 
B 
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in Höhe und Seite verstellbare Haltevorrichtung verbracht werden. Hierbei wurde 
sehr viel Wert auf eine kontaktarme und minimalinvasive Auslagerung mit Hilfe von 
Wattestäbchen gelegt. Es wurden Voruntersuchungen am Mikroskop ohne diese 
Halterung durchgeführt. Hierbei stellten sich die mikroskopierten Bereiche, bei nicht 
extrakorporaler Lagerung des Pankreas, durch die Atmung des Versuchstiers 
unscharf und nicht auswertbar dar. 
Oberhalb des ausgelagerten Pankreas befand sich ein Objektträger, der an einer 
anderen flexiblen Halterung befestigt wurde. Das destillierte Wasser zwischen 
Objektiv und Objektträger diente als Immersionsflüssigkeit, sodass das Karzinom  im 
Pankreas mikroskopiert werden konnte (Abb. 7a & 7b). Das entsprechende 
Pankreaskarzinomstück wurde kontinuierlich mit einer 0,9%igen 
Natriumchloridlösung, die durch einen Infusionswärmer Hotline auf 37°C gebracht 
wurde, betropft (Flussrate etwa 1 ml/min). Dadurch entstand zwischen der Unterseite 
des Objektträgers und der Oberfläche des Pankreaskarzinoms ein sogenannter 
„hängender Tropfen“ (engl. „hanging drop“) [152]. Dieser „hängende Tropfen“ 
verhinderte, dass das in unmittelbarer Nähe zur Objektträgerunterseite befindliche 
Stück Pankreaskarzinom durch Anstoßen an die Glasfläche irritiert werden konnte 
(Abb. 7a & 7b).   
 





Abb. 7a) und 7b): Darstellung des Arbeitsplatzes am Intravitalmikroskop nach dem Prinzip des 
hängenden Tropfens („Hanging Drop“):  
(a) Schema des Arbeitsplatzes in 2D-Darstellung; (b) Prinzip des „Hanging Drop“ im Detail (aus [152]: 
modifiziert nach Bruns). 
 








Das Pankreaskarzinom wurde nun in vivo mit einer Mikroskopieroptik 20 x / 0,5 
untersucht. Das fluoreszierende Licht wurde mit einer hochauflösenden Videokamera 
registriert, auf einen Monitor übertragen und mit einem Rekorder digital gespeichert. 
Fünfzehn Minuten vor Beginn der Mikroskopie erfolgte die "in-vivo-Markierung" des 
Plasmas zur notwendigen Kontrastanhebung der Gefäße mit 1ml/kg-Körpergewicht 
bovinem FITC-Dextran (5 %). Durch die Kontrastanhebung des Plasmas mit FITC-
Dextran und einem speziellen Filter war eine Untersuchung der Mikrogefäße möglich. 
Hierzu wurden nach Fokussierung und dem Aufsuchen unterschiedlicher Bereiche 
mit Mikrogefäßen insgesamt bis zu sieben Gesichtsfelder mit jeweils 35 Sekunden 
Dauer mit Hilfe des Videorekorders aufgezeichnet. Es wurden nur jeweils sieben 
verschiedene Aufnahmefelder in Sequenzen von 35 Sekunden aufgenommen, um 
die durch Steinbauer et al. beschriebene  phototoxische Schädigung minimal zu 
halten [154]. Nach der Durchführung der Intravitalmikroskopie erfolgte die Tötung des 
noch narkotisierten Tieres. 
 
3.2.5.5 Bestimmung des Tumorvolumens der beiden 6 Wochengruppen 
3.2.5.5.1 Vorgehensweise bei der Ausmessung des Tumors 
Die Tumoren der Versuchstiere des sechswöchigen Turnus wurden am Ende der 
Intravitalmikroskopie aus dem toten Versuchstier heraus präpariert. Danach erfolgte 
die Messung der Tumormaße mit Hilfe einer elektronischen Schieblehre. Es wurden 
bis zu drei Ausdehnungsrichtungen bestimmt. Die Tumoren hatten makroskopisch 
meist annähernd die Form eines Ellipsoides. 
3.2.5.5.2 Bestimmung des Tumorvolumens  
Das Volumen der Tumoren wurde näherungsweise berechnet. Aufgrund der drei 
gemessenen Ausdehnungsrichtungen hätte zur Berechnung des Volumens auch ein 
Quader angenommen werden können. Diese Annäherung an das tatsächliche 
Volumen wäre jedoch zu grob gewesen, sodass statt der unregelmäßigen Form des 
Tumors zunächst für den Schnitt die Form einer Ellipse angenommen wurde. 
Die Abbildung 8 zeigt zum einen die Funktion zur Berechnung einer Ellipse und zum 
anderen die daraus resultierende Formel zur Berechnung einer Ellipse. 
 









     
  
   
 
 
Abb. 8: Funktion zur Berechnung einer Ellipse und daraus resultierende Formel 
 
Die Parameter a und b entsprechen dabei den halben Ausdehnungsrichtungen der 
Ellipse. Zur Vereinfachung der Berechnung und  zur besseren Vergleichbarkeit der 
Tumorvolumina untereinander wurden bei jedem Tumor die zwei längsten 
Ausdehnungsrichtungen für die Parameter a und b berechnet und in die Formel 
eingesetzt.  
Die so erhaltene Ellipse wurde jetzt um ihre längste Hauptachse (hier die x-Achse) 
gedreht. Man erhält ein Rotationsellipsoid. Zur Berechnung des Volumens solcher 
Rotationskörper gilt: 




Bei der Berechnung des Tumorvolumens wurden die Integralgrenzen entsprechend 
o. g. Betrachtungen verändert, sodass gilt: 





Das Volumen des so erhaltenen Rotationsellipsoids sollte dann näherungsweise dem 
Tumorvolumen in den 6 Wochen Stress- und Kontrollgruppen entsprechen. Die 
Tumorvolumina wurden in mm³ angegeben.  
3.2.6 Auswertung der Daten der Intravitalmikroskopie  
Die Auswertung der einzelnen Videosequenzen erfolgte verblindet zu einem 
späteren Zeitpunkt und nicht im direkten Anschluss an die Intravitalmikroskopie, um 
so eine mögliche Beeinflussung der Auswertung zu vermeiden. Für die Auswertung 
wurde ein spezielles Computerprogramm namens CapImage verwendet. Bevor mit 





  b 
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Vergrößerung festgelegt werden. Hierbei wurde die Aufnahme eines mm-Maßes am 
Bildschirm nachgemessen und das Ergebnis zum entsprechenden Abgleich 
gespeichert.  
3.2.6.1 Mikrogefäßdichte (microvessel density, MVD) 
Durch die Plasmakontrastierung mit FITC-Dextran (Plasma: Hell, Erythrozyten: 
Dunkel) wurde die Erythrozytenperfusion in dem jeweiligen Gefäß sichtbar gemacht. 
Die MVD wurde aus der Länge der kontrastierten und damit gut sichtbar 
perfundierten Mikrogefäße im Verhältnis zu einer umschriebenen Fläche errechnet 
[104, 155]. 
Mit Hilfe des Programmes CapImage wurde die MVD in den aufgenommenen 
Gesichtsfeldern je Versuchstier bestimmt. Dazu wurde innerhalb des Programmes 
eine durch das Programm geeichte Fläche benutzt, in der die Mikrogefäße ihrer 
Länge nach nachgezeichnet wurden. Die Berechnung der MVD erfolgte automatisch 
durch das Programm und wurde mit der Einheit (cm-1) angegeben. 
Von den jeweils sieben aufgenommenen Gesichtsfeldern pro Versuchstier wurde 
dann der arithmetische Mittelwert pro Versuchstier bestimmt.  
3.2.6.2 Vitalparameter   
Die Vitalparameter, wie die Körpertemperatur, die Herzfrequenz und der mittlere 
arterielle Druck, wurden während der Intravitalmikroskopie in einem Abstand von 
etwa 10-15 Minuten gemessen und auf dem Versuchsprotokoll dokumentiert. 
 
3.3 Statistische Auswertung 
Die statistische Analyse der Ergebnisse und die graphische Darstellung erfolgten mit 
dem Programm GraphPadPrism 5.01 für Windows.  
Aufgrund des kleinen Stichprobenumfanges und der Möglichkeit, dass eine 
Normalverteilung der Daten nicht gewährleistet werden kann, erfolgte die 
Auswertung der Daten mittels Mann-Whitney-U-Test auf Signifikanz. Dieser 
nichtparametrische Rangsummentest wird zur Datenauswertung von zwei 
unverbundenen, intervallskalierten Stichproben genutzt, die nicht normalverteilt sind. 
Der Vorteil dieses Tests besteht darin, dass er Unterschiede der zentralen Tendenz 
darstellen kann.  
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Die Ergebnisse werden als arithmetischer Mittelwert (MW) und  Standardabweichung 
(SD) dargestellt, wobei p < 0,05 als signifikanter Unterschied zwischen beiden 
Gruppen gewertet und in den Graphen mit * verdeutlicht wird. 
 
3.4 Ausschluss von Versuchstieren 
Wie unter Punkt 3.2.3 beschrieben, wurden im Versuchsmodell vier Gruppen zu je 
sieben Versuchstieren festgelegt. Es wurden zunächst zwei Gruppen mit jeweils vier 
oder sechs Wochen Versuchsdauer gebildet. Innerhalb dieser zwei Gruppen wurden 
dann zwei weitere Untergruppen, die Stressgruppe und die Kontrollgruppe, bestimmt. 
Die Stressgruppen wurden jeweils vier oder sechs Wochen lang gestresst. Die 
Kontrollgruppen wurden ohne Stress in einem anderen Raum separat gehalten. 
Es konnten jedoch zum Zeitpunkt der Intravitalmikroskopie nach vier bzw. sechs 
Wochen nicht alle 28 Versuchstiere untersucht bzw. mit in die Versuchsreihe 
eingeschlossen werden. Es kam zum Tod der Versuchstiere bei der 
Tumorimplantation (1x Kontrolle 4 Wochen), beim Vorgang des Stressens (1x Stress 
6 Wochen), bei der Durchführung der Narkose für die IVM (1x Stress 4 Wochen), 
durch eine Luftembolie bei der Kontrastmittelgabe (1x Kontrolle 6 Wochen) und beim 
Legen des arteriellen Katheters (2: 1x Stress 4 Wochen und 1x Kontrolle 6 Wochen). 
Zusätzlich mussten weitere Versuchstiere beim Vorliegen eines Narbenkarzinoms 
und/oder eines Peritonealkarzinoms, ohne dass sich ein Pankreaskarzinom als 
Primärtumor zeigte oder sie mit diesem in Verbindung standen, aus der 
Versuchsreihe ausgeschlossen werden (2 : 1x Stress 6 Wochen und 1x Kontrolle 4 
Wochen).  
Somit konnten insgesamt 20 Versuchstiere in die Versuchsreihe eingeschlossen 
werden.
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4 Ergebnisse  
4.1 Von der Idee zur Durchführung - Die Etablierung einer neuen Methode 
Die Intravitralmikroskopie am murinen orthotopen syngenen Pankreaskarzinom 
wurde zum Zeitpunkt dieser Arbeit in keiner bekannten Arbeitsgruppe durchgeführt. 
Aus diesem Grund musste zunächst im Vorfeld der Versuchsreihe ein neuer 
Versuchsablauf und Versuchsaufbau  zur Durchführung der Intravitalmikroskopie am 
murinen orthotopen syngenen Pankreaskarzinom entwickelt werden (siehe Punkt 
3.2.3 und 3.2.5.4). Des Weiteren musste ein neuer Untersuchungstisch, an dem die 
Intravitalmikroskopie des Versuchstieres durchgeführt werden konnte, entwickelt 
werden.  
4.1.1 Der Intravitalmikroskopie-Untersuchungstisch 
Mit Unterstützung von Herrn PD Dr. D. Pavlovic aus der Klinik für Anästhesiologie 
und Intensivmedizin der Universität Greifswald im Bereich Forschung konnten 
vorläufige Skizzen erstellt werden (Abb. 9 und 10). Nach Vorgesprächen mit den 
Feinmechanikern der Universität Greifswald wurden diese Skizzen dann mit den 
dazugehörigen Größenverhältnissen und Abmessungen an die Feinmechaniker 
übergeben. Diese stellten unter Berücksichtigung der Skizzen und Größenangaben 
den Untersuchungstisch, bestehend aus zwei Grundkomponenten, her (Abb. 11 und 
12). 




Abb. 9: Skizze I: Untersuchungstisch zur IVM 




Abb. 10: Skizze II: Untersuchungstisch zur IVM 




Abb. 11: Foto I: Frontalansicht des Untersuchungstisches (ohne Versuchstier) 
 




Abb. 12: Foto II: Vogelperspektive des Untersuchungstisches (ohne Versuchstier)
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4.1.2 Der Aufbau zur Durchführung der Intravitalmikroskopie mit Versuchstier 
Nachdem der Untersuchungstisch gebaut war, konnte der im Vorfeld bereits in 
groben Zügen bestehende Versuchsaufbau bzw. der -ablauf der Intravitalmikroskopie 
verfeinert werden. Der  Aufbau wurde in den meisten Abläufen und Einstellungen von 
der Klinik für Anästhesiologie und Intensivmedizin der Universität Greifswald im 
Bereich Forschung übernommen. Die Klinik experimentierte schon seit längerer Zeit 
mit Ratten als Versuchstieren. Der intravitalmikroskopische Untersuchungsablauf 
wurde, wie unter Punkt 3.2.5.4 beschrieben, angepasst und durchgeführt. Der 
endgültige Versuchsaufbau mit Versuchstier wurde unter Berücksichtigung der 
Versuchstiergröße sowie der Versuchstiereigenheiten und des zu untersuchenden 
Organs/Tumors angepasst und neu etabliert. Die Abbildungen 13, 14 und 15 zeigen 
den Aufbau der Intravitalmikroskopie mit bereits narkotisiertem und vorbereitetem 
Versuchstier. Die Schwanzvene ist bereits punktiert. Die rektale Temperatursonde ist 
platziert und auch der arterielle Katheter liegt bereits. Ebenfalls ist das Pankreas mit 
Karzinom schon nach extrakorporal verlagert und mit dem sogenannten 
„Auslagerungslöffel/Löffel“ abgestützt. Im Bereich des Löffels ist auf der rechten Seite 
des Bildes der Schlauch für den "hängenden Tropfen" (engl. „hangig drop“) zu sehen. 
Die Abbildung 13 zeigt eine Nahaufnahme des vorbereiteten Versuchstieres. Die 
Abbildung 14 zeigt eine Ansicht aus der Vogelperspektive auf den 
Intravitalmikroskopie-Untersuchungstisch mit dem vorbereiteten Versuchstier. Man 
kann die zwei Grundkomponenten des Untersuchungstisches erkennen. Die 
Abbildung 15 zeigt den Intravitalmikroskopie-Untersuchungstisch an seinem Platz 
unter dem Mikroskop. 




Abb. 13: Nahaufnahme des vorbereiteten Versuchstieres auf dem Tisch 
Gezeigt ist das für die IVM vorbereitete Versuchstier. Der arterielle Katheter (grauer Pfeil) und die 
Temperatursonde (roter Pfeil) messen die Vitalparameter. Über den venösen Zugang in der 
Schwanzvene (grauer Stern) kann das Kontrastmittel appliziert werden. Der Auslagerungslöffel 
(schwarzer Stern) lagert das Pankreas mit Karzinom (weißer Pfeil) nach extrakorporal und verhindert 
störende Atembewegungen. Der hängende Tropfen (schwarzer Pfeil) verhindert eine Irritation des 








Abb. 14: Vogelansicht auf den IVM-Tisch mit vorbereitetem Versuchstier 




Abb. 15: Der IVM-Untersuchungstisch unter dem Mikroskop 
 
4.2 Vitalparameter: Herzfrequenz, Temperatur, mittlerer arterieller Blutdruck 
Zu den vorbereitenden Präparationen vor der Durchführung der Intravitalmikroskopie 
zählten das Legen eines arteriellen Katheters in die Arteria carotis communis und 
das Platzieren einer rektalen Temperatursonde. Auf diese Weise konnten während 
der Durchführung der Intravitalmikroskopie die Vitalparameter Herzfrequenz, 
Körpertemperatur und der mittlere arterielle Blutdruck bestimmt werden.  
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Die Herzfrequenz lag im Mittel zwischen 245 - 300 Schlägen/Minute. Der mittlere 
arterielle Blutdruck lag bei 86±10 mmHg und die Körpertemperatur der Versuchstiere 
bei 36,6°C (±0,7°C). So wurde gewährleistet, dass die Versuchstiere während der 
Durchführung der Intravitalmikroskopie unter gleichen Bedingungen untersucht 
werden konnten.  
 
4.3 Mikrogefäßdichte - microvessel density (MVD) 
Nach dem Vorgang des Stressens wurde mit Hilfe der Intravitalmikroskopie die 
Mikrogefäßdichte im Pankreaskarzinom der Versuchstiere bestimmt. Pro 
Versuchstier wurden bis zu 7 verschiedene Gesichtsfelder aufgenommen. Die 
Mikrogefäßdichte wurde bestimmt als vorhandene Mikrogefäßlänge pro 
vorgegebener Fläche und in cm-1 angegeben. Die Abbildung 16 zeigt beispielhaft ein 
Gesichtsfeld eines Kontrolltieres aus der        6 Wochengruppe. 
 
 
Abb. 16: Intravitalmikroskopisches Bild der Tumorwand  
Darstellung der Mikrogefäße eines Kontrolltieres aus der 6 Wochengruppe. Plasmamarkierung mit 
FITC-Dextran 5 %. Die Gefäße sind hell, der umliegende Tumor dunkelgrau dargestellt. 
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4.3.1 MVD nach 4 Wochen Stress 
In den Abbildungen 17 und 18 werden die Ergebnisse der Intravitalmikroskopie für 
die Versuchstiere des vierwöchigen Turnus dargestellt.  
In der Abbildung 17 werden die Ergebnisse der Kontrollgruppe denen der 
Stressgruppe gegenübergestellt. Pro Gruppe wurden 5 Versuchstiere mit 7 
repräsentativen Gesichtsfeldern untersucht. Bei jedem Versuchstier wurde aus den 7 
Gesichtsfeldern dann der arithmetische Mittelwert bestimmt. Je Gruppe sind 5 
Ereignisse zu sehen, die jeweils einem arithmetischen Mittelwert der MVD eines 
Versuchstieres entsprechen. Die Werte für die MVD reichten in der Kontrollgruppe 
von min. 121,11cm-1 bis max. 185,54cm-1 und in der Stressgruppe von min. 
169,68cm-1 bis max. 200,69cm-1. Der arithmetische Mittelwert ist als horizontale Linie 
in der Abbildung 17 angedeutet. 
 
 
Abb. 17: Mikrogefäßdichte nach 4 Wochen (Gesichtsfelder) 
Dargestellt ist die Mikrogefäßdichte (MVD) nach 4 Wochen; ein Ereignis entspricht einem 
arithmetischen Mittelwert aus 7 Gesichtsfeldern eines Versuchstieres;  zwei unterschiedliche Gruppen: 
Kontrollgruppe n=5 und Stressgruppe n=5; angedeutet ist der arithmetische  Mittelwert als horizon-
tal verlaufende Linie.  
 
Aus den einzelnen Ereignissen wurde dann der arithmetische Mittelwert gebildet. In 
der Abbildung 18 werden die berechneten Mittelwerte ± Standardabweichung aus der 
Kontroll- und Stressgruppe gegenübergestellt. Es zeigte sich eine Zunahme der MVD 
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von 152,4±24,83cm-1 in der Kontrollgruppe auf 186,1±11,27cm-1 in der Stressgruppe 
unter chronischen Stressbedingungen. Dieser Unterschied war mit p=0,03 signifikant. 
 
 
Abb. 18: Mikrogefäßdichte nach 4 Wochen (MW±SD) 
Dargestellt ist die Mikrogefäßdichte nach 4 Wochen; Kontrollgruppe n=5 und Stressgruppe n=5; 
Graphen repräsentieren den arithmetischen Mittelwert (MW) und die Standardabweichung (±SD); 
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4.3.2 MVD nach 6 Wochen Stress  
In den Abbildungen 19 und 20 werden die Ergebnisse der Intravitalmikroskopie für 
die Versuchstiere des sechswöchigen Turnus dargestellt.  
In der Abbildung 19 werden die Ergebnisse der Kontrollgruppe denen der 
Stressgruppe gegenübergestellt. Pro Gruppe wurden 5 Versuchstiere mit 7 
repräsentativen Gesichtsfeldern untersucht. Bei jedem Versuchstier wurde aus den 7 
Gesichtsfeldern dann der arithmetische Mittelwert bestimmt. Je Gruppe sind 5 
Ereignisse zu sehen, die jeweils einem arithmetischen Mittelwert der MVD eines 
Versuchstieres entsprechen. Die Werte für die MVD reichten in der Kontrollgruppe 
von min. 162,22cm-1 bis max. 263,37cm-1 und in der Stressgruppe von min. 
199,15cm-1 bis max. 244,56cm-1. Der arithmetische Mittelwert ist als horizontale Linie 
in Abbildung 19 angedeutet. 
 
 
Abb. 19: Mikrogefäßdichte nach 6 Wochen (Gesichtsfelder) 
Dargestellt ist die Mikrogefäßdichte (MVD) nach 6 Wochen; ein Ereignis entspricht einem 
arithmetischen Mittelwert aus 7 Gesichtsfeldern eines Versuchstieres;  zwei unterschiedliche Gruppen: 
Kontrollgruppe n=5 und Stressgruppe n=5; angedeutet ist der arithmetische Mittelwert als horizon-tal 
verlaufende Linie.  
 
Aus den einzelnen Ereignissen wurde dann der arithmetische Mittelwert gebildet. In 
der Abbildung 20 werden die berechneten Mittelwerte ± Standardabweichung aus der 
Kontroll- und Stressgruppe gegenübergestellt. Es zeigte sich eine Zunahme der MVD 
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von 211,8±38,17cm-1 in der Kontrollgruppe auf 228,1±18,04cm-1 in der Stressgruppe 




Abb. 20: Mikrogefäßdichte nach 6 Wochen (MW±SD) 
Dargestellt ist die Mikrogefäßdichte nach 6 Wochen; Kontrollgruppe n=5 und Stressgruppe n=5; 




4.4.1 Tumorvolumen nach 4 Wochen 
Nachdem die Versuchstiere vier Wochen lang gestresst wurden, erfolgte bei dieser 
Gruppe und bei der Kontrollgruppe vor der Durchführung der Intravitalmikroskopie 
die Untersuchung des Tumors mittels Kleintier-MRT. 
Die Auswertung der Untersuchungen erfolgte am Computer mit Hilfe von MIPAV. Es 
wurde pro MRT-Schnittbild eine sogenannte Interessenregion (ROI („Region of 
Interest“)) markiert, und das Programm errechnete dann das Tumorvolumen.  
Die Abbildungen 21 und 22 zeigen dieselben transversalen MRT-Schnitte des 
Pankreaskarzinoms (weißer Pfeil) eines gestressten Versuchstieres, einmal ohne 
(Abb. 21) und einmal mit eingezeichneter ROI (grau markiert) (Abb. 22). 
 




Abb. 21: MRT-Bildgebung des murinen Pankreaskarzinoms I 
Dargestellt ist ein transversaler MRT-Schnitt des Pankreaskarzinoms (weißer Pfeil) mit vorhandener 
Tumornekrose (schwarzer Stern) eines gestressten Versuchstieres aus der 4 Wochengruppe ohne 
eingezeichneter ROI. 
* 




Abb. 22: MRT-Bildgebung des murinen Pankreaskarzinoms II 
Dargestellt ist ein transversaler MRT-Schnitt des Pankreaskarzinoms (weißer Pfeil) mit vorhandener 
Tumornekrose (schwarzer Stern) eines gestressten Versuchstieres aus der 4 Wochengruppe mit 
eingezeichneter ROI (Region of Interest = hier das Pankreaskarzinom in seiner transversalen 
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Die Abbildungen 23 und 24 zeigen dieselben transversalen MRT-Schnitte des 
Pankreaskarzinoms (weißer Pfeil) eines Versuchstieres aus der Kontrollgruppe der 4 
Wochengruppe einmal ohne (Abb.23) und einmal mit eingezeichneter ROI (grau 
markiert) (Abb. 24). 
 
 
Abb. 23: MRT-Bildgebung des murinen Pankreaskarzinoms III 
Dargestellt ist ein transversaler MRT-Schnitt des Pankreaskarzinoms (weißer Pfeil) mit vorhandener 








Abb. 24: MRT-Bildgebung des murinen Pankreaskarzinoms IV 
Dargestellt ist ein transversaler MRT-Schnitt des Pankreaskarzinoms (weißer Pfeil) mit vorhandener 
Tumornekrose (schwarzer Stern) eines Versuchstieres aus der Kontrollgruppe der 4 Wochengruppe 
mit eingezeichneter ROI (Region of Interest = hier das Pankreaskarzinom in seiner transversalen 
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In der Abbildung 25 werden die berechneten Mittelwerte ± Standardabweichung der 
Ergebnisse aus der Stress- und Kontrollgruppe gegenübergestellt. Es zeigte sich 
eine Zunahme des Tumorvolumens von 140,3±25,53mm³ in der Kontrollgruppe auf 
207,0±57,0mm³ in der Stressgruppe unter chronischen Stressbedingungen. Dieser 




Abb. 25: Tumorvolumen nach 4 Wochen 
Dargestellt ist das Tumorvolumen nach 4 Wochen; Kontrollgruppe n=5 und Stressgruppe n=5; 
Graphen repräsentieren den arithmetischen Mittelwert (MW) und die Standardabweichung(±SD);  
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4.4.2 Tumorvolumen nach 6 Wochen  
Nach erfolgter Intravitalmikroskopie wurden die Tumoren aus den Versuchstieren 
beider 6 Wochengruppen heraus präpariert und anschließend mit einer 
elektronischen Schieblehre vermessen und das Volumen rechnerisch 
näherungsweise bestimmt. 
In der Abbildung 26 werden die berechneten Mittelwerte ± Standardabweichung der 
Ergebnisse aus der Stress- und Kontrollgruppe gegenübergestellt. Es zeigte sich 
zwar eine Zunahme des Tumorvolumens von 285±51,60mm³ in der Kontrollgruppe 
auf 336,6±60,17mm³ in der Stressgruppe unter chronischen Stressbedingungen, 
jedoch war dieser Unterschied mit p=0,31 nicht signifikant. 
 
 
Abb. 26: Tumorvolumen nach 6 Wochen 
Dargestellt ist das Tumorvolumen nach 6 Wochen; Kontrollgruppe n=5 und Stressgruppe n=5; 
Graphen repräsentieren den arithmetischen Mittelwert (MW) und die Standardabweichung(±SD); 
p=0,31.




Die Angiogenese ist über die Jahre immer mehr in den Fokus der Forschungen 
gerückt. Man nahm zunächst an, dass sich die Gefäße in den Tumoren aus schon 
vorhandenen Tumorgefäßen  entwickeln würden. Im Verlauf der Jahre konnte 
allerdings nachgewiesen werden, dass bis zu 40 % der Endothelzellen eines Tumors 
aus den Progenitorzellen, die direkt aus dem Knochenmark stammen, gebildet 
werden. Hierbei übernimmt VEGF mit seinen vielen Untergruppen eine 
entscheidende Rolle. Allerdings kann VEGF nicht alleine, sondern nur in 
Kombination mit anderen Mediatoren, wie z. B. Angiopoetin oder PDGF (platelet-
derived growth factors) zu einer stabilen Angiogenese beitragen. Dieses Wissen 
eröffnete dann im Nachgang zahlreiche neue therapeutische Möglichkeiten und 
Ansatzpunkte zur Beeinflussung der Tumordurchblutung und somit auch des 
Tumorwachstums [156].  
Das Ziel der vorliegenden Arbeit war es, eine Methode zur in vivo Messung von 
Blutgefäßen mittels Intravitalmikroskopie am murinen orthotopen syngenen 
Pankreaskarzinom zu etablieren, um dann in einem nächsten Schritt den Einfluss 
chronischen Stresses auf die Angiogenese zu untersuchen. Das Tumorwachstum 
sollte zu Kontrollzwecken gleichzeitig bzw. einen Tag vor der Durchführung der 
Intravitalmikroskopie mitbestimmt werden. Die Annahme war, dass sich chronischer 
Stress begünstigend auf die Angiogenese und damit auf das Tumorwachstum 
auswirkt und somit einen negativen Einfluss auf die Prognose des 
Pankreaskarzinoms haben könnte.  
In der Literatur konnten diverse etablierte Pankreaskarzinommodelle in 
verschiedenen Spezies, wie z. B. in der Ratte und in der Maus, gefunden werden 
[157, 158]. Hierbei wurden zum Teil transgene Modelle verwendet. Bei diesem 
Modelltyp kommt es durch die Manipulation des genetischen Gutes zu einer 
spontanen Entstehung von Pankreaskarzinomen [159]. Weiterhin wurden Modelle mit 
einer xenogenen Implantation entwickelt und benutzt. Die Nachteile dieser beiden 
Modelle für die Zwecke dieser Arbeit liegen zum einen im unspezifischen Zeitpunkt 
der Karzinomentstehung (transgen) und zum anderen in der Immundefizienz der 
Versuchstiere (xenogen) [160]. Bei einem anderen Modelltyp erfolgte eine syngene 
Implantation von Karzinomzellen, entweder heterotop oder orthotop [159]. Da das für 
die vorliegende Arbeit relevante Tumormikromilieu inklusive der Wachstumsfaktoren, 
die die Mikrogefäßdichte und die Tumorgröße beeinflussen, möglichst genau 
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dargestellt werden sollte, wurde sich im Rahmen dieser Arbeit für die orthotope 
syngene Implantation von Pankreaskarzinomzellen der murinen Zelllinie 6606-PDA 
entschieden [44, 161]. Die Vorteile dieses Modells bzw. dieser Implantationsart 
liegen in der Vorhersagbarkeit des Zeitpunktes der Karzinomentstehung. Außerdem 
besitzen die Versuchtstiere ein intaktes Immunsystem, welches als wichtiger 
Regulationsprozess der Karzinogenese anzusehen ist [162, 163]. Die Etablierung der 
Methode der intravitalmikroskopischen Untersuchung sollte somit über ein murines 
orthotopes syngenes Pankreaskarzinommodell erfolgen.  
Vor der Intravitalmikroskopie wurde ein Stressmodell zur Simulation von chronischem 
Stress, bestehend aus räumlichem Engestress und akustischem Stress, an den 
Versuchstieren durchgeführt [164, 165]. Der Einfluss chronischen Stresses wurde über 
die Jahre in den unterschiedlichsten Tumorentitäten mit den verschiedensten 
Modellen untersucht. So konnte z. B. in einem Karzinommodell des Ovars mit zwei 
verschiedenen Zelllinien gezeigt werden, dass die stressrelevanten Hormone (wie z. 
B. Norepinephrin/Noradrenalin, Epinephrin/Adrenalin, Isoproterenol und Kortisol) die 
Ausschüttung von VEGF stimulieren und somit direkten Einfluss auf die 
Tumorprogression haben [166]. Auch der Stress als solcher konnte in manchen 
Tumorentitäten, wie z. B. beim nicht-kleinzelligen Bronchialkarzinom, hier über die 
Aktivierung des sympathischen Systems, als treibende Kraft der Tumorentstehung 
und -ausdehnung nachgewiesen werden [167]. 
Es konnte weiterhin gezeigt werden, dass VEGF eine Schlüsselrolle in der 
Angiogenese einnahm und wesentlich für das Wachstum und die Metastasierung 
vieler humaner Karzinome war, so auch im humanen duktalen 
Pankreasadenokarzinom, kurz Pankreaskarzinom. In ca. 70 % der in vitro 
analysierten Pankreaskarzinomzelllinien kam es zu einer Überexprimierung von 
VEGF [168]. Eine andere Studie bestätigte diese Aussage. Hier wurden  über eine 
Bauchkammer an den  Versuchstieren, in diesem Fall an Mäusen, mit der 
intravitalmikroskopischen Untersuchung die Angiogenese und die mikrovaskulären 
Funktionen während des Tumorwachstums in vivo an orthotopen und ektopen 
humanen Pankreaskarzinomen der Zellreihe Panc-1 untersucht. Es zeigte sich, dass 
orthotope Pankreaskarzinome vermehrt (autokrin und/oder parakrin) VEGF 121 und 
VEGF 165 exprimierten und über die Beeinflussung der Mikrogefäßdichte (MVD) und 
der Hyperpermabilität die Blutversorgung begünstigten/unterstützten und somit zu 
einem vermehrten Tumorwachstum führten [169]. Dieses Verhalten bestätigte eine 
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weitere Arbeit. Es konnte gezeigt werden, dass über eine gegenseitige 
Beeinflussung der Pankreaskarzinomzellen und der duktalen Epithelzellen des 
Pankreas beim sog. „crosstalk“ eine autokrine Stimulierung der Katecholamine 
erfolgte. Dieses führte über einen betaadrenergen Signalweg ebenfalls zu einer 
Beeinflussung des Tumorwachstums [170].  
In einer weiteren Studie konnte gezeigt werden, dass die Expression von VEGF mit 
einer schlechten Prognose des Pankreaskarzinoms einherging. Ebenfalls in dieser 
Studie wurden im Pankreaskarzinom die angiogenen Faktoren, wie VEGF, Id-1 
(DNA-Bindungsprotein-Inhibitor, zuständig für z. B. das Zellwachstum) und CD34 
(Membranprotein, Vorkommen bei der Hämatopoese) untersucht. Die vermehrte 
Expression von VEGF, Id-1 und CD34 führte zur vermehrten Ausbildung der MVD, 
welche als ungünstiger prognostischer Faktor für das Überleben bewertet wurde 
[112]. Eine andere Studie bestätigte diesen Zusammenhang. Hierbei wurde der 
Einfluss der MVD auf bestimmte klinisch-pathologische Kriterien der Patienten 
untersucht. Es zeigte sich, dass eine hohe periphere MVD im humanen 
Pankreaskarzinom  mit dem Auftreten von Lebermetastasen und einer schlechteren 
Prognose für das Langzeitüberleben assoziiert war [115]. Aus diesem Grund war 
eine genaue Messung der MVD entscheidend, um so eine umfassende Betrachtung 
der angiogenen Faktoren und der Angiogenese im Pankreaskarzinom zu 
ermöglichen [171].  
Wie genau aber wurde bzw. wird die MVD gemessen bzw. bestimmt? In den letzten 
Jahrzehnten wurde in den meisten Studien die sog. „hot spot Methode“, die von 
Weidner et al. im Jahre 1991 eingeführt wurde, verwendet. Hierbei handelte es sich 
um eine histologische Methode, bei der eine immunhistochemische Anfärbung mit 
speziellen Antikörpern erfolgte. Weidner et al. führten diese Methode erstmalig bei 
der Untersuchung des Mammakarzimos ein [172]. Takagi et al. konnten jedoch 
zeigen, dass sich diese Methode in der Urform in anderen Studien bzgl. des 
Pankreaskarzinoms nur bedingt einsetzen ließ bzw. nur bedingt Rückschlüsse auf 
die Prognose liefern konnte. Dieses lag vor allem an den gewählten Antikörpern zum 
Anfärben und den untersuchten Arealen im Tumor. Auch zeigte sich, dass die 
Antikörper unspezifisch viele andere Zellen mit anfärbten. Dies führte zu 
Unstimmigkeiten darüber, ob das angefärbte Areal nun ein Mikrogefäß war oder 
nicht. Deshalb entwickelten Takagi et al. die sog. „Lumen Methode“. Diese Methode 
war eine Modifikation der „hot spot Methode“. Auch hierbei erfolgte eine 
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immunhistochemische Anfärbung. Jedoch wurden nur die angefärbten Bereiche als 
Mikrogefäß gezählt, die auch ein Lumen aufwiesen. In einer anderen Arbeit 
untersuchten Takagi et al. die MVD am humanen Pankreaskarzinom mit 
immunhistochemischer Anfärbung unter Verwendung verschiedener Mikroskope. Es 
zeigte sich ein eher heterogenes Bild bei den Ergebnissen, jedoch mit der klaren 
Schlussfolgerung, dass eine genaue Messung der MVD entscheidend war/ist [171]. 
In einer anderen Arbeit wurde die Echtzeit-Aufnahme am lebenden Tier benutzt, um 
das Tumorwachstum und das Metastasierungsverhalten in vivo zu untersuchen. 
Hierbei wurden Nacktmäusen in den Körper des Pankreas zuvor manipulierte 
humane Pankreaskarzinomzellen der Zelllinien BxPc-3 oder MiaPaCa-2, die ein 
grünlich fluoreszierendes Protein (GFP) exprimierten, appliziert. Mittels eines 
optischen Fluoreszenzmikroskops oder einer fluoreszierenden Lichtbox konnte eine 
Ganzkörperuntersuchung des Tumorwachstums über die Zeit erfolgen. Das Ergebnis 
zeigte eine konstante Zunahme der Tumorgröße über 100 Tage. Leider konnten in 
diesem orthotopen Modell keine Rückschlüsse auf die Tumorangiogenese gezogen 
werden [173]. Bei einer anderen Arbeit war die Vorgehensweise ähnlich. Hier wurde 
ebenfalls bei Nacktmäusen, neben einem Maus-Lewis-Lungenkarzinom, einem 
Mammakarzinom und einem humanen Prostatakarzinom, auch ein orthotop 
implantiertes humanes Pankreaskarzinom der Zellreihe BxPc-3 verwendet. Durch 
das GFP und ein optisches Fluoreszenzmikroskop zeigte sich der Tumor angefärbt, 
die Gefäße wurden ohne Färbung dunkel dargestellt, sodass eine Differenzierung 
möglich war. Somit konnte eine in vivo bzw. intravitale und physiologische 
Untersuchung des Tumormikromilieus durchgeführt werden. Die Messung der MVD 
musste folglich nicht mehr nur über die immunhistochemische Anfärbung  nach 
Tötung des Tieres erfolgen [174].   
Über die Jahre wurden eine Vielzahl an Methoden, mit Hauptfokus auf 
Tumorproliferation, -migration und Quantifizierung der Gefäßdichte, entwickelt, um 
die Aktivitäten während der Angiogenese in vivo und in vitro untersuchen zu können. 
Ein Beispiel hierfür sei eine Arbeit von Ryschich et al.. Hier wurde an transgenen 
RIP1-Tag5-Mäusen und an nicht transgenen C3HebFe-Mäusen die 
Intralvitalmikroskopie als direkte Visualisierungsmethode der Mikrozirkulation und als 
Möglichkeit zur Messung der MVD am normalen Pankreas, am pankreatischen 
Gefäßinseln und an einem Pankreastumor in vivo eingesetzt [175]. In einer anderen 
Studie sollte der Effekt von TNP-470 (AGM-1470), einem Inhibitor der Angiogenese, 
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untersucht werden. Hierzu wurden BALB/c- und C57BL/6-Mäuse einserseits mit einer 
Rückenhautkammer und andererseits mit durch GFP modifizierten murinen 
Pankreaskarzinomzellen der Zellreihe Panc-02-H0 versehen. Eine genaue 
Betrachtung des Beginns und der Frühphase der Tumorangiogenese in vivo konnte 
nur mit Hilfe der Intravitalmikroskopie und nicht mit den konventionellen 
immunhistochemischen Verfahren ermöglicht werden. Die Effektivität von TNP-470 
wurde anhand der MVD und der Vergrößerung des Tumorareals, die beide durch die 
Intravitalmikroskopie gemessen wurden, untersucht [104].  
Als Ergebnis haben alle zuvor genannten Arbeiten gemein, dass die MVD während 
der Dauer des Tumorwachstums zunimmt bzw. andersherum, dass die Erhöhung der 
MVD einen wesentlichen Einfluss auf das Wachstum des Tumors ausübt.  
Die Aufgabe dieser Arbeit bestand nun darin, den Einfluss chronischen Stresses auf 
die MVD zu untersuchen. Die Untersuchung der MVD erfolgte in dieser Arbeit aus 
den oben aufgeführten Gründen mit Hilfe der IVM und einem Kontrastmittel zum 
Anfärben des Plasmas und damit zur Darstellung der Gefäße. Es konnte 
nachgewiesen werden, dass es in der 4 Wochengruppe zu  einer Zunahme der MVD 
von 152,4±24,83cm-1 in der Kontrollgruppe auf 186,1±11,27cm-1 in der Stressgruppe 
unter chronischen Stressbedingungen kam. Dieser Unterschied war mit p<0,05 
signifikant. In der 6 Wochengruppe wurde ebenfalls eine Zunahme der MVD von 
211,8±38,17cm-1 in der Kontrollgruppe auf 228,1±18,04cm-1  unter chronischen 
Stressbedingungen in der Stressgruppe beobachtet. Dieser Anstieg war jedoch mit 
p=0,42 nicht signifikant. 
In der Literatur sind kaum Quellen vorhanden, die den Einfluss chronischen Stresses 
auf die MVD untersuchen. In einer Arbeit von Masayasu Jo et al. wurde der Einfluss 
chronischen oxydativen Stresses auf die Tumorangiogenese von humanen 
hepatozellulären Karzinomen untersucht. Das Ergebnis war, dass der Grad des 
oxydativen Stresses mit dem Grad der Ausprägung der VEGF-Expression und der 
Bildung der MVD assoziiert war. Anzumerken ist, dass bei der Untersuchung der 
MVD erneut eine immunhistochemische Anfärbung und die Bestimmung mit der „hot 
spot Methode“ erfolgte [176]. Bei einer anderen Arbeit von Shahzad et al. sollte der 
Einfluss chronischen Stresses auf FosB (ein Protein, welches vom „FBJ murine 
osteosarcoma viral oncogene homolog B“ kodiert wird) und Interleukin-8 auf das 
Tumorwachstum und das Metastasierungsverhalten in einem murinen 
Ovarialkarzinommodell untersucht werden. Es zeigte sich, dass im Vergleich zur 
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Kontrollgruppe in der Stressgruppe die MVD  signifikant erhöht war. Aber auch bei 
dieser Arbeit wurde die histologische Messung der MVD der in vivo Messung 
vorgezogen [177]. 
Eine höhere bzw. dichtere MVD bedingt eine bessere Versorgung des Tumors und 
somit auch ein erhöhtes Tumorwachstum [169]. Bereits bei anderen Tumorentitäten 
konnte der Einfluss chronischen Stresses auf das Tumorwachstum nachgewiesen 
werden. Thaker et al. untersuchten den Einfluss chronischen Verhaltensstresses an 
einem murinen orthotopen Ovarialkarzinommodell und konnten zeigen, dass unter 
chronischem Stress die Gefäßversorgung respektive die Angiogenese deutlich 
zunahm und nachfolgend zu einem erhöhten Tumorwachstum führte [129]. In einer 
anderen Arbeit wurde der Einfluss chronischen Stresses auf das Auftreten von 
Hautkrebs, in dem untersuchten Fall Plattenepithelkarzinome, an haarlosen Mäusen 
in Kombination mit einer UV-Exposition untersucht. Es zeigte sich, dass chronischer 
Stress einerseits das Tumorwachstum verstärken und die Rückbildung des Tumors 
verhindern konnte. Andererseits konnte es durch chronischen Stress zu einer 
Tumorentstehung de novo kommen. In diesen Fällen zeigten die Tumoren invasive 
Komponenten [178].  Von Wu et al. wurde der Einfluss des sog. sich wiederholenden 
sozialen Niederlagestresses (engl.: „repeat social defeat stress“ [RSDS]) auf die 
Progression eines Lungenkarzinoms an Mäusen untersucht. Es zeigte sich, dass 
RSDS zu einer signifikanten Erhöhung der VEGF-Serumlevel, des Gewichtes und 
der Größe des Primärtumors sowie der Anzahl der Lymphknoten führte [179].  
Dass chronischer Stress über einen längeren Zeitraum eine Steigerung des 
Wachstums von Pankreaskarzinomen bewirkt, konnte auch in anderen Arbeiten 
gezeigt werden. Die Hypothese, dass neuropsychologischer Stress begünstigend auf 
die Progression eines Pankreaskarzinoms einwirkt, wurde von Schuller et al. 
aufgestellt und in einer Arbeit bewiesen. Hierzu wurde ein Xenograftmodell mit 
athymen Nacktmäusen als Versuchstiere benutzt. Es erfolgte die ektope subkutane 
Injektion von humanen Pankreaskarzinomzellen der Zelllinien Panc-1 und BxPc-3 in 
die rechte Flanke des Versuchstieres. Anschließend wurde das Tier sozialem Stress 
ausgesetzt. Bei beiden Zellreihen zeigte sich, dass chronischer Stress mit einer 
erhöhten Ausschüttung von VEGF und einem erhöhten Tumorwachstum bzw. einer 
erhöhten Tumorgröße einherging [180]. In einer anderen Arbeit von Kim-Fuchs et al. 
konnte ebenfalls gezeigt werden, dass chronischer Stress das Wachstum von 
Pankreaskarzinomen beschleunigte. Es wurden humane Pankreaskarzinomzellen 
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der Zellreihe Panc-1 in einem orthotopen Tumormodell in BALB/c-Foxn1nu athymen 
Nacktmäusen implantiert. Die Stressapplikation erfolgte als Engestress. Das Ausmaß 
des Stresses wurde durch die Veränderungen des Körpergewichtes und die 
Katecholaminlevel im Gewebe gemessen und führte zu einer erhöhten 
Tumorwachstumsrate von 11±3 % pro Tag verglichen mit der Kontrollgruppe 
(p<0,01) und einer fünffachen Erhöhung der Tumormasse (41mg±12 vs. 7,5mg±5 , 
p<0,03) im Vergleich zur Kontrollgruppe. Zusätzlichen Einfluss übte der chronische 
Stress auf die Metastasierungstendenz aus. Sie lag bei 50 % der gestressten 
Versuchstiere im Vergleich zu 0 % in der Kontrollgruppe [181].    
In der eigenen Arbeitsgruppe konnte bereits gezeigt werden, dass chronischer Stress 
mit einem stärkeren Wachstum von orthotopen 6606-PDA Tumoren in der Maus 
assoziiert war. Nach 5 Wochen chronischen Stresses zeigte sich in der 
Kontrollgruppe eine Tumorgröße von 348±76mm³ und in der Stressgruppe eine 
Tumorgröße von 799±143mm³. Dieser Unterschied war mit p=0,0061 signifikant. 
Auch das mediane Überleben reduzierte sich von 66 Tagen in der Kontrollgruppe auf 
52 Tage in der Stressgruppe unter chronischen Stressbedingungen (p=0,0058) [182, 
183].  
Dieser Zusammenhang zwischen chronischem Stress und vermehrtem 
Tumorwachstum konnte in der hier vorliegenden Arbeit bestätigt werden. In der 4 
Wochengruppe ließ sich eine Zunahme des Tumorvolumens von 140,3±25,53mm³ in 
der Kontrollgruppe auf 207,0±57,0mm³ in der Stressgruppe unter chronischen 
Stressbedingungen beobachten. Dieser Unterschied war mit p < 0,05 signifikant. 
Weiterhin zeigte sich in der 6 Wochengruppe eine Zunahme des Tumorvolumens von 
285±51,60mm³ in der Kontrollgruppe auf 336,6±60,17 mm³ in der Stressgruppe unter 
chronischen Stressbedingungen. Dieser Unterschied war jedoch mit p=0,31 nicht 
signifikant.  
Ein möglicher Erklärungsansatz hierfür könnte sein, dass der gesamte 
Versuchsaufbau sehr schwierig ist und die Versuchsreihe von vielen Variablen 
abhängig ist und der Versuchsaufbau somit eine hohe Varianz bei kleiner Fallzahl 
(„n“) aufwies: So konnten in die Betrachtungen nur sehr wenige Versuchstiere mit 
einbezogen werden. Die Versuchsbedingungen waren vermutlich trotz 
standardisierten Ablaufs immer kleinen Schwankungen unterworfen. Alle Abläufe 
waren klimatischen, jahreszeitlichen oder auch anderen nicht beeinflussbaren 
Schwankungen unterworfen, sodass die Versuchstiere vor und nach den 
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Untersuchungsreihen möglicherweise „Stressfaktoren“ ausgesetzt waren. Jedes 
Versuchstier war ein Individuum und jedes davon reagierte unterschiedlich auf 
bestimmte Abläufe (wie z.B. die Tumorimplantation, den Transport oder auch nur die 
Haltung im Käfig mit möglichen sozialen Interaktionen und Rangkämpfen) mit einer 
möglichen Ausschüttung z. B. von Stresshormonen. Ein gewisses Maß an selbst-
induziertem Stress durch die Rahmenbedingungen mag eine zusätzliche Rolle 
gespielt haben.  
Ein Zusammenhang, der in dieser Arbeit jedoch gezeigt werden konnte, ist die 
Abhängigkeit des Tumorwachstums und der MVD voneinander. So konnte bei der 
Messung in der 6 Wochengruppe zwar ein Anstieg der MVD in der Stressgruppe 
verzeichnet werden, dieser war jedoch wie bei der Messung der Tumorvolumina der 
6 Wochengruppe nicht signifikant. Da aber sowohl in der Kontroll- als auch in der 
Stressgruppe die Tumoren gewachsen waren und eine bestimmte Größe hatten, 
musste sich auch die MVD dementsprechend ausbilden, um die Versorgung der 
Tumoren zu gewährleisten. Die Auswertung der Daten der 6 Wochengruppe zeigte 
somit eine positive Tendenz, wenn auch keine Signifikanz, bzgl. des vermehrten 
Tumorwachstums und der erhöhten MVD  unter chronischen Stressbedingungen.  
Der Einfluss chronischen Stresses auf das Wachstum und die Angiogenese von 
Pankreaskarzinomen wurde ebenfalls von Shan et al. untersucht. Bei der Arbeit sollte 
der Einfluss von negativem sozialen und psychologischen Stress auf die Entwicklung 
und Progression des Pankreaskarzinoms untersucht werden. In einem 
pankreatischen Xenograftmausmodell wurden athymen Nacktmäusen humane 
Pankreaskarzinomzellen der Zelllinien MiaPaCa-2 und BxPc-3 subkutan in die rechte 
Flanke injiziert und anschließend mit einem Stressmodell (entweder Enge- oder 
Lärmstress) gestresst, mit Norepinephrin behandelt oder als Kontrollgruppe benutzt. 
Es zeigte sich, dass nach 35 Tagen die Tumorvolumina in der Engestressgruppe 
(1,29±0,11mm³), der Lärmstressgruppe (2,02,±0,18mm³) und auch in der mit 
Norepinephrin behandelten Gruppe (2,37±0,24mm³) im Vergleich zur Kontrollgruppe 
(0,57±0,03mm³) signifikant (p<0,05) erhöht waren. Es konnte ebenfalls gezeigt 
werden, dass chronischer Stress die Freisetzung von Stresshormonen förderte und 
chronischer Stress durch die erhöhte Freisetzung von VEGF, MMP 2 und 9 die 
Tumorangiogenese sowie eine erhöhte MVD begünstigten [184]. Bei dieser Arbeit 
von Shan et al. wurden athyme immundefiziente Nacktmäuse mit einem ektopen 
Pankreaskarzinommodell und einer postmortalen Untersuchung der MVD verwendet.  
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Im Gegensatz dazu weist die hier vorliegende Arbeit verschiedene Vorteile und 
Verbesserungen gegenüber den oben genannten Methoden auf. Zunächst sei die 
deutliche Verringerung von Versuchstieren nach dem ethischen Prinzip der „3R“ 
(:„replace“ (vermeiden), „reduce“ (verringern) und „refine“ (verbessern)) genannt, 
welches im Rahmen dieser Arbeit mit Hilfe der IVM angewandt werden konnte. 
Sodann wurde ein Stressmodell, welches sowohl den räumlichen als auch den 
akustischen Stress beinhaltete, benutzt. Als weiterer Vorteil konnte, wie bereits in 
dieser Arbeit erwähnt, die Untersuchung des Verhaltens eines Tumors auf einen 
bestimmten Reiz immer an immunkompetenten Versuchstieren durchgeführt 
werden, um ein besseres Verständnis der Interaktionen in Bezug auf das 
Tumormikromilieu zu erhalten. Ein weiterer Vorteil lag in der Beurteilung bzw. 
Untersuchung des Verhaltens bzw.  der Angiogenese des Primärtumors an der 
ursprünglichen, d. h. orthotopen Lage des Tumors. Denn die Mechanismen der 
Angiogenese an ektopen Modellen, wie z. B. der Rückenhautkammer oder der 
subkutanen Injektion in die rechte Flanke, sind unterschiedlich. So können die 
Ergebnisse nicht exakt von ektopen auf orthotope Tumoren übertragen werden [174]. 
Im Vergleich mit anderen Arbeiten mussten bei der hier vorliegenden Arbeit die 
Pankreaskarzinomzellen vor der Injektion nicht noch zusätzlich mit z. B. GFP 
behandelt werden, um eine visuelle Darstellung zu ermöglichen. Die Applikation von 
sehr wenig Kontrastmittel kurz vor der Untersuchung war bereits ausreichend, um die 
Gefäße unter dem Intravitalmikroskop betrachten zu können und stellte einen 
weiteren Vorteil dieser Methode dar. Der Untersuchungsablauf erfolgte unter 
standardisierten und messbaren Untersuchungsbedingungen der Vitalparameter am 
lebenden Versuchstier in vivo. Die Messung der MVD in vivo hat Vorteile gegenüber 
der immunhistochemischen Anfärbungstechnik postmortal. Bei der Anfärbetechnik 
werden postmortal einzelne Schnitte des Tumors untersucht. Mit Hilfe der IVM kann 
das gesamte Tumorvolumen, sowohl die zentralen Anteile als auch die peripheren 
Anteile, hier mit größerer Verzweigung der Gefäße, untersucht werden. Durch die 
IVM können somit die anatomischen und physiologischen Charakteristika des 
Tumors besser dargestellt werden, als es bei den immunfixierten Schnitten der MVD 
möglich ist. Ein weiterer Vorteil der IVM liegt in der adäquateren und 
aussagekräftigeren Darstellung nicht nur der frühen Stadien der Angiogenese, 
sondern auch der Darstellung des Fortschritts der Angiogenese im zeitlichen Verlauf. 
Eine weitere Möglichkeit und ein Vorteil der IVM besteht darin, dass bei bestimmten 
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Fragestellungen die Interaktionen von Zellen (z. B. Leukozyten) mit dem Endothel 
untersucht werden können. Die IVM bietet eine gute Grundlage zur in vivo Messung 
bzw. Betrachtung der Tumorangiogenese. Auf dieser Grundlage können z. B. die 
Erfolge von Therapien (z. B. mit Beta-Blockern oder mit VEGF-Rezeptor-Inhibitoren) 
sehr gut visualisiert werden und führen so zu einer genaueren Aussage der in vivo 
Verhältnisse sowohl im Tumor als auch im Versuchstier selbst. Dieses bietet eine 
hervorragende Grundlage für zukünftige Untersuchungen mit diesem Modell. 
Nachdem die Vorteile der Methode dieser Arbeit herausgestellt wurden, soll nun im 
weiteren Verlauf erläutert werden, wie sich die hier dargestellten Ergebnisse im 
Kontext mit einem gesteigerten Wachstumsverhalten unter chronischen 
Stressbedingungen bei Karzinomen im Allgemeinen und bei der in dieser Arbeit 
verwendeten murinen Pankreaskarzinomzellreihe 6606-PDA im Speziellen erklären 
lassen könnten.   
Einerseits führt chronischer Stress nachweislich über eine Veränderung der Zellen zu 
einer Supprimierung des Immunsystems [119, 183, 185]. Andererseits wirken 
Stresshormone und Katecholamine systemisch und bilden auf diese Weise einen 
Stimulus zur Expression von VEGF aus den Zellen des Tumormikromilieus. Dieses 
zeigte sich in Arbeiten, in denen sich im Pankreaskarzinom die Expression von 
Wachstumsfaktoren wie z. B. VEGF unter chronischen Stressbedingungen in vivo 
und in vitro erhöhte [169, 184]. Deshalb können Stresshormone und Katecholamine 
über die Beeinflussung des Tumormikromilieus die Eigenschaften verschiedener 
Karzinome modulieren und zugunsten der Karzinomzellen anpassen [126, 127, 130]. 
So reagierten z. B. humane Melanomzellen ebenfalls mit einer gesteigerten 
Sekretion von VEGF und mit einer gesteigerten Transkription der VEGF-Zielgene 
nach Stimulation mit Norepinephrin [126]. Weitere Beispiele wären humane Leber-, 
Mamma- und Prostatakarzinomzelllinien, die ebenfalls unter dem Einfluss von 
Norepinephrin mit einem konzentrationsabhängigen Anstieg der Sekretion und der 
Transkription von VEGF reagierten [128].  
Nun zeigte jedoch nicht jede Karzinomzelle die gleiche Reaktion oder den gleichen 
Mechanismus auf den Stimulus mit Katecholaminen. In einer weiteren Arbeit konnte 
gezeigt werden, dass Karzinomzellen verschiedener Entitäten unterschiedliche 
Sensitivitäten und Reaktionsmechanismen gegenüber Katecholaminen besitzen 
können [186]. So reagierten verschiedene Tumorzelllinien auf Stimulation mit 
äquivalenten Stresshormondosen mit unterschiedlichen zeitlichen und 
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konzentrationsabhängigen Sekretionsmustern verschiedener Wachstumsfaktoren. 
Auch die Dauer des Stresses hatte gegensätzliche Auswirkungen auf das 
Tumorwachstum [185, 187].  
In der Literatur findet man bezüglich des proliferativen Einflusses von 
Katecholaminen auf Pankreaskarzinomzellen in vitro eine sehr unterschiedliche 
Datenlage. In der Arbeit von Stock et al. konnte gezeigt werden, dass, entgegen 
mehrerer Arbeiten [188, 189], Norepinephrin (10 μM) und Phorbol-12-myristat-13-
Azetat (PMA: direkter Aktivator der Proteinkinase C) keinen positiven Einfluss auf die 
Proliferation von Pankreaskarzinomzellen (Panc-1, MiaPaCa-2) hatten [190]. Weddle 
et al. zeigten, dass 4-(Methylnitrosamino)-1-(3-pyridyl)-1-butanon (NNK) als Beta-
Adrenorezeptoragonist die Proliferation von humanen Pankreaskarzinomzelllinien 
unterschiedlich beeinflussen konnte: Einerseits reagierte die Zelllinie Panc-1 auf 
Stimulation mit einer signifikanten Steigerung der Proliferation, andererseits konnte 
jedoch für die Zelllinie BxPc-3 keine signifikante Steigerung der Proliferation 
nachgewiesen werden [133]. Im Gegensatz zu Weddle et al. konnten Schuller et al. 
mit ihrer Arbeit nachweisen, dass sowohl BxPc-3 als auch Panc-1 ähnlich auf die 
Stimulation mit Isoproterenol (ein synthetisches racemisches Norepinephrin-Derivat, 
das als Sympathomimetikum verwendet wird) reagierten [191]. Auch in unserer 
Arbeitsgruppe konnte gezeigt werden, dass Isoproterenol auf die murine Zelllinie 
6606-PDA und die humane Zelllinie Colo-357 einen stimulierenden Effekt bzgl. 
Tumorzellmigration, -invasion und-proliferation besaß [183]. Somit scheint die 
Reaktion der Pankreaskarzinomzelle in vitro auf Stresshormone von der 
vorgegebenen spezifischen Zelllinie, dem experimentellen Design und nicht zuletzt 
von den Kulturbedingungen und dem Rezeptorprofil der eingesetzten stimulierenden 
Substanzen abzuhängen.   
In der Literatur finden sich Arbeiten, die mit in vivo Versuchen die Auswirkungen 
chronischen Stresses auf das Wachstum von Pankreaskarzinomzellen untersucht 
haben. Zunächst soll an dieser Stelle noch die Arbeit von Lamkin et al. genannt 
werden. In dieser Arbeit wurde die proliferative Aktivität von leukämischen Zellen der 
B-Zell Reihe (B-ALL) untersucht. Es zeigten sich konträre Einflüsse von 
Stresshormonen. Während in vitro kein Nachweis eines Einflusses auf die 
proliferative Aktivität der humanen Nalm-6 prä-B ALL-Zellen erbracht wurde, konnte 
nach Stimulation mit Stresshormonen in vivo ein Zuwachs des Tumors und dessen 
Ausbreitung beobachtet werden. Dieser Umstand sollte, laut Autoren, am ehesten 
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durch andere Zellen des Tumormikro- und -makromilieus, welche ebenfalls durch die 
Stresshormone beeinflusst werden, bedingt sein [192]. Die Arbeit von Kim-Fuchs et 
al. bestätigte diesen Zusammenhang. Zunächst wurde in vitro die proliferative 
Aktivität der Zelllinie Panc-1 unter Stimulation mit Isoproterenol gemessen. Es zeigte 
sich, dass diese unter dem Stimulus nicht erhöht war. In einem weiteren Schritt 
konnte aber nach orthotoper Injektion dieser Zelllinie in das murine Pankreas ein 
deutlich stärkeres Tumorwachstum unter chronischen Stressbedingungen 
nachgewiesen werden [181]. Allerdings wurden bei dieser Arbeit athyme 
Nacktmäuse als Versuchstiere benutzt. Die Ergebnisse von Kim-Fuchs et al. konnten 
für die murine Pankreaskarzinomzelllinie 6606-PDA an C57BL/6 Mäusen in dem 
Pankreaskarzinommodell unserer Arbeitsgruppe bestätigt werden. Es zeigte sich, 
dass es in vivo unter chronischen Stressbedingungen zu einer signifikanten 
Zunahme der Tumorgröße kam [183].  
Aufgrund der Ergebnisse der genannten Arbeiten und der vorliegenden Arbeit ist 
anzunehmen, dass der positive Effekt chronischen Stresses auf das Tumorwachstum 
in vivo am ehesten indirekt über erhöhte Katecholaminkonzentrationen und eine 
gesteigerte Sekretion von Wachstumshormonen vermittelt wird. Sowohl die 
Katecholamine als auch die Wachstumsfaktoren (a. e. VEGF) begünstigen die 
Tumorangiogenese (in dieser Arbeit dargestellt durch eine erhöhte MVD) und führen 
somit nachfolgend zu einem vermehrten Tumorwachstum.  
Es gab in der Vergangenheit immer wieder Versuche, durch experimentelle Studien 
die Hemmung der von VEGF vermittelten Wirkung auf die Tumorangiogenese und 
des damit verbundenen Tumorwachstums bzw. die Metastasierung von 
verschiedenen Tumoren zu belegen [169, 193]. Die Tumordurchblutung wurde 
historisch als mögliche „Achilles-Ferse“ der soliden Tumoren angesehen. Solide 
Tumoren können ohne ein adäquates Gefäßsystem max. 1mm im Durchmesser groß 
werden. 90 % aller Karzinome sind solide Tumoren, die auf ein funktionierendes 
Gefäßsystem angewiesen sind. Die IVM ist exzellent dazu geeignet dieses System in 
vivo zu untersuchen. 
In den letzten Jahren rückte eine neuere Krebstherapie in den Fokus der Forschung, 
nämlich die der sogenannten „vascular targeted therapies“. Dieser Ansatz ist mit der 
konventionellen Krebstherapie nicht zu vergleichen, könnte aber in Kombination mit 
dieser eingesetzt werden. Die Grundlage dieser neueren Krebstherapie bildeten die 
aktuelleren Verständnisse über Wachstum und Metastasierung der Tumoren, die 
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gerade durch in vivo Studien herausgefunden werden konnnten. Der 
Wirkmechanismus der „vascular targeted therapies“ setzt gezielt am Tumorstroma 
bzw. am Gefäßsystem an. Hierbei werden zwei große Untergruppen unterschieden. 
Die erste Gruppe beinhaltet die antiangiogenen Vertreter, die die Neubildung von 
Gefäßen verhindern sollen und besonders in der Frühphase oder bei 
asymptomatischen Metastasen als chronische Verlaufstherapie benutzt werden. 
Hierzu zählt z. B. Bevacizumab als Hauptvertreter der VEGF-Inhibition. Die zweite 
Gruppe bilden die gefäßzerstörenden Vertreter, die die bereits vorbestehenden 
Gefäße zerstören sollen und bei einem ausgeprägten Tumorwachstum als 
Akuttherapie eingesetzt werden. Ein Vertreter dieser Gruppe ist Combretastatin 
(CA4P), das Tubulin bindet und so zur Zerstörung der Gefäße führt [194].  
Auch bei der Behandlung des Pankreaskarzinoms sind die „vascular targeted 
therapies“ zunächst in den Fokus der Forschung gerückt. Selbst nach kurativer 
Operation kommt es meistens zu einem Rezidiv des Tumors. Hierauf haben 
allerdings die konventionellen Chemotherapien, wie z. B. Gemcitabin, keinen großen 
Einfluss. Deshalb sollte in einer Studie der Effekt von einem neuen oralen VEGF-
Rezeptor-Inhibitor auf die Überlebensrate untersucht werden. Den Versuchstieren, in 
dem Fall Nacktmäusen, wurden humane Pankreaskarzinomzellen der Zellreihe 
HPAF-2 und AsPC-1 orthotop implantiert, und nach 2 Wochen erfolgte eine 
histologisch gesichert kurative Entfernung. Anschließend wurden die Mäuse 
entweder mit ZK261991, dem oralen VEGF-Rezeptor-Inhibitor, oder einem Placebo 
behandelt. Es zeigte sich, dass unter dem oralen VEGF-Rezeptor-Inhibitor bei der 
Zellreihe HPAF-2 die Überlebensrate signifikant verbessert, wohingegen bei AsPC-1 
nur eine positive Tendenz zu beobachten war. Ein signifikanter Unterschied bei der 
Disseminierungsrate oder Einfluss auf die Größe des wiederaufgetretenen Tumors 
konnten nicht beobachtet werden. Laut Studie sollte eine Kombination aus neuerer 
antiangiogener und konventioneller Chemotherapie erfolgen, um den adjuvanten 
Therapieerfolg zu verbessern [195]. Zu einem ähnlichen Schluss kam auch eine 
andere Studie. Hierbei erfolgte in einem Xenograftmodell die subkutane Implantation 
von humanen Pankreaskarzinomzellen der Zellreihe AsPC-1. Dann wurde der Effekt 
von Nintedanib, einem dreifach Angiokinaseinhibitor (VEGF, PDGF, FGF [Fibroblast 
growth factor]), auf das Überleben der Versuchstiere untersucht. Verglichen wurden 
je eine Gruppe mit PBS, Nintedanib allein, Gemcitabin allein und Nintedanib in 
Kombination mit Gemcitabin. Das mittlere Überleben lag in der Gruppe mit PBS bei 
 Kapitel 5: Diskussion 
89 
 
16 Tagen; mit Gemcitabin bei 25 Tagen; mit Nintedanib bei 31 Tagen; und mit der 
Kombination bei 38 Tagen. In Verbindung mit den anderen Ergebnissen der Studie 
zeigte sich ein starker antitumoraler Effekt des Nintedanibs, der sich in klinischen 
Studien bestätigen soll [196]. Um diesen Nachweis erbringen zu können, ist das in 
dieser Arbeit etablierte System eines immunkompetenten Versuchtieres mit einem 
orthotopen syngenen Pankreaskarzinom ausgezeichnet geeignet. Es kann nicht nur 
der Untersuchung von Stress und dessen Auswirkung auf die MVD dienen, sondern 
auch zur Untersuchung von verschiedenen Therapienansätzen benutzt werden, um 
deren Erfolge aufzuzeigen.  
In einem Fallbericht und Review, veröffentlicht im November 2017, wurde eine 58 
Jahre alte Chinesin mit einem lokal fortgeschrittenen Pankreaskarzinom vorgestellt. 
Nach erfolgter Radiochemotherapie (mit Gemcitabin) nahm man an, dass der Tumor 
stabil sei. Im Verlauf kam es jedoch zum weiteren Tumorprogress mit Pleura-, 
Lungen- und Lymphknotenmetastasen, die trotz verschiedener Chemotherapien 
nicht stabilisiert werden konnten. Sie wurde danach mit Apatinib, einem 
hochselektiven Tyrosinkinaseinhibitor des VEGF-Rezeptors 2, behandelt und 
erreichte ein 7-monatiges verlängertes Überleben, bevor sie dann verstarb [197].  
In der aktuellen AWMF S3 Leitlinie für das Pankreaskarzinom aus dem Jahr 2013 
sieht man jedoch von der Therapie mit den „vascular targeted therapies“ ab. Hier 
heißt es: „Weitere Kombinationen von Gemcitabin mit sogenannten „Targeted 
Therapies“, wie Cetuximab, Bevacizumab oder Axitinib, besitzen keinen Stellenwert 
in der Therapie des Pankreaskarzinoms und sollen außerhalb von prospektiven, 
kontrollierten Studien nicht eingesetzt werden. Diese Kombinationen werden nicht 
empfohlen. Die Kombinationen von Bevacizumab (VEGF), Cetuximab (EGF) oder 
Axitinib (Tyrosinkinaseinhibitor --> VEGF 1-3) erbrachten in Phase-III-Studien keine 
signifikante Verlängerung des Überlebens im Vergleich zu einer alleinigen 
Gemcitabintherapie“ [10]. Die Leitlinie aus dem Jahr 2013 wird zum Zeitpunkt dieser 
Arbeit überarbeitet. 
Eine andere Arbeit versuchte auf der Grundlage der Abnormalität der Tumorgefäße 
und der Tumordurchblutung eine Erklärung für die Diskrepanz der Wirkung der 
„vascular targeted therapies“ (mit VEGF-Rezeptor-Inhibitoren) zwischen 
präklinischen und klinischen Ergebnissen zu finden. Die Autoren nahmen an, dass im 
Tumor zahlreiche Mechanismen (angeboren und/oder erworben) zur 
Resistenzentwicklung gegen eine VEGF- (Rezeptor) - Blockade bestehen/entstehen, 
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sodass die Wirkung der medikamentösen Therapie deshalb hinter den zunächst 
hohen Erwartungen zurückblieb [198].  
Ein weiterer Ansatzpunkt zur Erklärung, warum sich die vielversprechenden 
Resultate der präklinischen Arbeiten bzgl. der antiangiogenen Therapie nicht in den 
Erfolgen der klinischen Studien widerspiegeln, ist der Stress. In den meisten 
präklinischen Arbeiten findet der Einfluss des Stresses (ob akut oder chronisch) 
keine Berücksichtigung. In diesen Arbeiten ist der Therapieerfolg der antiangiogenen 
Therapie zwar signifikant, aber die Ergebnisse und Erfolge können bei Anwendung 
im klinischen Alltag (an in Stresssituationen stehenden Menschen) nicht adäquat 
wiederholt werden [180]. Obwohl die Verbindung von Lebenssituationen mit einem 
hohen Stressniveau mit der Entwicklung eines Karzinoms in der Literatur noch immer 
kontrovers diskutiert wird, konnten einige klinische und epidemiologische Studien in 
den letzten Jahren zeigen, dass eine stresshaltige Lebensweise mit einem erhöhten 
Krebsrisiko und einer geringeren Überlebenswahrscheinlichkeit einhergeht. So 
konnte z. B. eine symptomatische Depression mit einer erhöhten Morbidität und/oder 
Mortalität für einige chronische Krankheiten und Malignome assoziiert werden [184]. 
Eine andere Arbeit untersuchte die Folgen von stressbedingten psychosozialen 
Faktoren auf Malignome. Es wurden mit Hilfe einer Metaanalyse mehrere hundert 
Studien ausgewertet. Die Ergebnisse der Arbeit deuteten an, dass die  
stressbedingten psychosozialen Faktoren negative Auswirkungen auf die Inzidenz 
und das Überleben von Malignompatienten haben könnten. Diese Ergebnisse sollten 
laut Autoren jedoch mit Vorsicht interpretiert werden [199]. Aus diesem Grund 
werden nun geeignetere Tumormodelle, die ebenfalls den Faktor „Stress“ mit in ihre 
Untersuchungen einbeziehen, benötigt, um eine „lebensechtere“ Darstellung im 
Versuchsmodell abbilden zu können. Auch hier zeigt sich ein Vorteil der vorliegenden 
Arbeit. Auf der einen Seite ist die Berücksichtigung des Faktors „Stress“ bei der 
Versuchsmodellplanung wichtig, auf der anderen Seite besteht die Möglichkeit der 
Untersuchung tumorbiologischer Zusammenhänge an einem möglichst realistischen 
biologischen Modell. 
Nun ergibt sich für den Faktor Stress ein zusätzlicher Ansatzpunkt für eine neue 
Therapieoption. Ein Schritt in diese Richtung wurde in den letzten Jahren 
unternommen, als das mögliche Potential von Betaadrenorezeptor-Antagonisten 
(kurz Beta-Blocker genannt) erkannt wurde und diese Stoffgruppe in den Fokus der 
Forschung rückte. Die ersten Beobachtungen zum Nutzen von Propanolol, einem 
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Vertreter aus der Stoffgruppe der Beta-Blocker, machten Leaute-Labreze et al. im 
Jahr 2008. Durch die Behandlung mit Propanolol konnten schwere kindliche 
Hämangiome vollständig zurückgebildet werden [200].   
Der Vorteil der Beta-Blocker gegenüber den „vascular targeted therapies“ (mit z. B. 
VEGF als Ansatzpunkt) besteht in ihrem Ansatzpunkt. Der Angriffspunkt der Beta-
Blocker ist der Betaadrenorezeptor. Dieser wird durch Noradrenalin/Norepinephrin 
und Adrenalin stimuliert und führt über eine Signalkaskade verschiedener Faktoren 
(z. B. EGF, VEGF) zur verstärkten Angiogenese, Proliferation und Migration der 
Karzinomzellen (siehe Punkt 1.6.3) [135]. VEGF ist hierbei nur eine der möglichen 
Endstrecken der Signalkaskade, wohingegen die Blockierung der 
Betaadrenorezeptoren bereits zu Beginn der Signalkaskade erfolgt und dadurch die 
gesamte Signalkaskade verhindert wird. Es können sich somit keine möglichen 
Alternativrouten, die zur Angiogenese, Proliferation und Migration führen, ergeben.    
Bei einer Arbeit von Al-Wadei et al. wurde der Einfluss von Propanolol auf die 
Entstehung von Pankreaskarzinomen und das Überleben bei Nachkommen von 
zuvor behandelten Hamstermuttertieren untersucht.  Es konnte gezeigt werden, dass 
die Entstehung eines Pankreaskarzinoms, in der Arbeit auf der Grundlage einer 
Pankreatitis entstehend (durch Ethanol ausgelöst und durch „Nicotine-derived 
nitrosamine ketone“ (NNK) als Stressfaktor potenziert), mit der Behandlung von 
Propanolol von 66,6 %  (Stressgruppe, n=12) auf 8,3 % (Therapiegruppe mit 
Propanolol, n=12)) gesenkt werden konnte. Auch die Überlebensrate konnte mit der 
Behandlung von Propanolol signifikant (p<0,0001) gesteigert werden [135]. In der 
Arbeit von Kim-Fuchs et al. wurde ebenfalls der Effekt von Propanolol bei 
chronischem Stress auf das Wachstum des Pankreaskarzinoms untersucht. Unter 
der Therapie mit Propanolol konnte der Effekt des chronischen Stresses auf das 
Tumorwachstum des Primärtumors geblockt werden (Stress: 41mg±13 vs. 
Propanolol: 21mg±5). Es zeigte sich jedoch keine Veränderung in der 
Metastasierungsrate [181]. Eine Arbeit unserer Arbeitsgruppe, die den Einfluss von 
Propanolol auf das Tumorwachstum und das Überleben unter chronischen 
Stressbedingungen untersuchte, zeigte ebenfalls eine Reduktion der Rate des 
Tumorwachstums und eine erhöhte Überlebensrate in der mit Propanolol 
behandelten Gruppe (59 Tage vs. 52 Tage p<0,0058) [183]. Eine weitere Arbeit 
untersuchte den regulativen Effekt von Norepinephrin auf humane 
Pankreaskarzinomzellen der Zelllinien MiaPaCa-2 und BxPc-3 bzgl. des Verhaltens 
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der Migration und Invasion und den therapeutischen Effekt von Propanolol. Es zeigte 
sich, dass Norepinephrin konzentrationsabhängig die Expression von MMP 2 und 9 
sowie VEGF erhöhte und dass dieser Effekt durch Propanolol inhibiert werden 
konnte [134].  
Trotz dieser exemplarisch gennanten Arbeiten wird der Effekt von Beta-Blockern auf 
die Tumorprogression und das Tumorwachstum sowie die Überlebensrate weiterhin 
kritisch betrachtet und kontrovers diskutiert. Es wird sogar in zwei Arbeiten die 
Hypothese aufgestellt, dass der in Patienten gezeigte positive Effekt der Beta-
Blocker nicht auf die Therapie an sich, sondern auf den Umstand zurückgeht, dass 
die Patienten simultan mit Aspirin behandelt wurden [201, 202]. Eine Studie an 
norwegischen Patienten mit Prostatakrebs konnte diese Annahme jedoch 
widerlegen. Die Patienten nahmen weder Aspirin noch Statine ein und zeigten bei 
Behandlung mit Beta-Blockern eine reduzierte Mortalität [203]. Trotzdem wird der 
Stellenwert der Beta-Blocker-Therapie in der Literatur weiterhin skeptisch eingestuft. 
Ein aktuelles Mini-Review versuchte die Frage, ob Beta-Blocker das neue potentielle 
Antitumormittel sind, zu beantworten. Die allgemeine Rolle der 
Betaadrenorezeptoren konnte, wie bereits erwähnt, veranschaulicht werden. Auch 
der mögliche Einfluss von Beta-Blockern auf die Inhibition von VEGF, MMP 2 und 9, 
Interleukin 6 und 8 konnte bestätigt werden. Allerdings konnten keine weiteren 
generellen Aussagen bzgl. des Erfolges von Beta-Blockern als neue Tumortherapie 
getätigt werden, da die Ergebnisse vom Studiendesign, den zu untersuchenden 
Tumorentitäten und den zusätzlich eingenommenen Medikamenten abhängig waren. 
Für das Pankreaskarzinom konnte jedoch gezeigt werden, dass hier sowohl ß1- als 
auch ß2-Adrenorezeptoren exprimiert wurden. Die verstärkende/positive Wirkung von 
Norepinephrin und Adrenalin auf VEGF und MMP 2 und 9 konnte durch Propanolol 
vollständig (durch die o. g. zelluläre Signalkaskade [siehe Abbildung 2: Wirkung der 
Katecholamine und NNK: über ß-Adrenorezeptor (ß-Ars) stimulierte Signalkaskade 
zur Beeinflussung des Tumorwachstums]) aufgehoben werden. Bei Kombination von 
Beta-Blockern mit Gemcitabin zeigte sich ein potenzierender Effekt auf die 
antiproliferative und apoptotische Wirkung [204]. Ob und in wieweit sich die Beta-
Blocker als tatsächliche Tumortherapie durchsetzen werden, muss in weiteren 
geeigneten Tumormodellen untersucht werden. Für die Untersuchung bzw. 
Beurteilung der Modulation der humanen Karzinomprogression durch eine 
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Betablockertherapie und deren Auswirkungen auf die Mikrogefäßebene könnte 
wiederum die IVM eingesetzt werden.  
Gerade bei den Tumoren, deren Progression vermutlich besonders durch Stress 
gefördert wird, sollten aufgrund aller genannten Erkenntnisse neuere Strategien zur 
Reduktion des Stresses entwickelt werden, um begünstigend auf die 
Langzeitprognose, nicht nur der Pankreas-, sondern aller Karzinompatienten 
einzuwirken. Beim Pankreaskarzinom stellt zunächst allein die Diagnose einen nicht 
unerheblichen Anteil des in dieser Arbeit behandelten „Stress-Phänomens“ dar [205] 
und könnte somit schon in der Frühphase der Erkrankung das Tumorwachstum 
positiv und die Prognose negativ beeinflussen. Hinzuzufügen ist, dass der 
nachfolgend auftretende Stress im Verlauf dieser schweren Erkrankung durch 
stationäre Aufenthalte, viele Untersuchungen und auch komplexe Operationen 
zunimmt. Die Katecholamine könnten so bereits in der Frühphase einen 
entscheidenden Einfluss auf die Angiogenese, das Tumorwachstum und die 
Metastasierung des Pankreaskarzinoms ausüben. Dieser Zusammenhang konnte 
durch die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit teilweise bestätigt werden.    
Chronischer Stress ist ein wichtiger Einflussfaktor für die Entwicklung von Tumoren, 
sodass weitere Studien den Einfluss chronischen Stresses auf Tumoren und 
insbesondere das Pankreaskarzinom untersuchen sollten, um einen geeigneten 
Ansatzpunkt für eine adäquate Therapie zu finden. Auch in Hinblick auf das 
Tumormikromilieu, die Versorgung und Nutrition, die Zell-Zell-Interaktionen sowie die 
Ausbreitung und das Wachstum des Pankreaskarzinoms sollten weitere Arbeiten 
durchgeführt werden, um das Verständnis der mikroskopischen und 
makroskopischen Eigenheiten des Pankreaskarzinoms zu untersuchen. Hierbei 
könnte der Intravitalmikroskopie ein großer Anteil an der in vivo Visualisierung 













Hintergrund: Das Pankreaskarzinom ist ein maligner Tumor, der durch ein invasives 
Wachstum und ein ausgeprägtes Metastasierungsverhalten charakterisiert ist. Hinzu 
kommen in den meisten Fällen die verzögerte Diagnosestellung durch die späte klinische 
Manifestation und die daraus resultierende hohe Mortalität. Durch die sich 
weiterentwickelnde Forschung konnte gezeigt werden, dass das Tumormikromilieu einen 
entscheidenden Einfluss auf die Wachstumseigenschaften des Pankreaskarzinoms hat. 
Insbesondere die Angiogenese, die durch die zahlreichen Wachstumsfaktoren, aber 
auch durch die von den Betaadrenorezeptoren ausgelöste Signalkaskade beeinflusst 
wird, trat in den Vordergrund der Forschung. Die Mikrogefäßdichte ist ein Maß für die 
Ausprägung der Angiogenese und wird teils durch VEGF, aber auch durch 
Betaadrenorezeptoren beeinflusst. In einigen Studien konnte gezeigt werden, dass 
chronischer Stress die Konzentration von VEGF erhöht und damit einen positiven 
Einfluss auf die Angiogenese und das Tumorwachstum hat. Auch die Aktivierung der 
Betaadrenorezeptoren durch die Stresshormone Adrenalin und Noradrenalin führt zu 
einer vermehrten Angiogenese, Migration und Proliferation der Karzinomzellen.  
 
Ziele: Es sollte zunächst eine Methode gefunden und etabliert werden, mit der unter 
standardisierten Bedingungen die Mikrogefäßdichte, als Maß für die Angiogenese, in 
vivo am murinen orthotopen syngenen Pankreaskarzinom gemessen werden konnte. 
Nach Etablierung der Methode sollte untersucht werden, inwieweit chronischer Stress 
das Tumorwachstum (in dieser Arbeit beispielhaft bestehend aus der Mikrogefäßdichte 
und dem Tumorvolumen) positiv beeinflusst. 
 
Methoden: Es erfolgte eine orthotope syngene Implantation von 
Pankreaskarzinomzellen der murinen Zelllinie 6606-PDA in den Pankreaskopf von 
immunkompetenten C57BL/6N Mäusen. Ein Stressmodell zur Applikation von chronisch 
akustischem Stress und Engestress wurde eingesetzt. Zur Messung der 
Mikrogefäßdichte (MVD - microvessel density) am murinen orthotopen syngenen 
Pankreaskarzinom konnte ein in vivo Modell entwickelt werden. Hierzu wurde die 
Intravitalmikroskopie am lebenden Versuchstier mit einem nach extrakorporal gelagerten 
Pankreas mit Karzinom verwendet. Des Weiteren wurde das Tumorvolumen mit einem 
Kleintier-MRT und der Vermessung der sogenannten Interessenregionen (ROIs („Region 





Ergebnisse: Unter dem Einfluss von chronischem Stress nahmen in der vierwöchigen 
Versuchsgruppe sowohl die MVD als auch das Tumorvolumen signifikant zu. Es zeigte 
sich eine Zunahme der MVD von 152,4±24,83cm
-1
 in der Kontrollgruppe auf 
186,1±11,27cm
-1 
in der Stressgruppe (p=0,03). Das Tumorvolumen vergrößerte sich von 
140,3±25,53mm³ in der Kontrollgruppe auf 207,0±57,0mm³ in der Stressgruppe 
(p=0,03). 
In der sechswöchigen Versuchsgruppe zeigte sich ein Anstieg der MVD von 
211,8±38,17cm
-1 
in der Kontrollgruppe unter chronischen Stressbedingungen auf 
228,1±18,04cm
-1
 in der Stressgruppe (p=0,42). Das Tumorvolumen vergrößerte sich von 
285,0±51,6mm³ in der Kontrollgruppe auf 336,6±60,17mm³ unter chronischen 
Stressbedingungen in der Stressgruppe (p=0,31). Beide Unterschiede waren jedoch 
nicht signifikant.  
 
Thesen: Anhand dieser Daten ist der positive Einfluss chronischen Stresses auf die 
Angiogenese, in dieser Arbeit gemessen in Form der Mikrogefäßdichte, und somit auch 
auf das Tumorwachstum, gemessen als Tumorvolumen, höchstwahrscheinlich 
anzunehmen. 
In der Vergangenheit konnte bereits gezeigt werden, dass die Versuchstiere unter 
Stressbedingungen nicht nur größere Pankreaskarzinome ausbildeten, sondern sich 
auch die Konzentration von VEGF deutlich erhöhte. Insgesamt sind weitere 
Untersuchungen notwendig, um das Interaktionspotential von Stresshormonen mit 
anderen Wachstumsfaktoren, Signalkaskaden und zellulären Komponenten näher zu 
verstehen. Dieses Verständnis könnte dann in weiteren Forschungsschritten dazu 
dienen, das Wachstumsverhalten des Pankreaskarzinoms gezielt zu beeinflussen oder 
gar im bestmöglichen Fall zu stoppen. Diese Therapieansätze könnten dann, bei deutlich 
geringerem Nebenwirkungspotential, einen Vorteil für das Patientenüberleben haben.  
 
Ausblick: Die Intravitalmikroskopie ist eine gute Methode zur in vivo Untersuchung von 
Geweben und Gefäßen. Das Versuchstier kann unter kontrollierten Bedingungen 
überwacht werden, so dass eine standardisierte Untersuchung möglich ist. Mit speziellen 
Kontrastmitteln und Filtern ist das Tumormikromilieu am lebenden Versuchstier             
gut untersuchbar. Auch in Zukunft eröffnet die Intravitalmikroskopie hervorragende 
Möglichkeiten zur in vivo Betrachtung und Beurteilung der Angiogenese swoie der Zell-
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